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Resumen

Titulo: Evaluacidn de la asociacidn de la microbiota vaginal en semana 11 a 13 de embarazo con
el parto prematuro espontaneo en una cohorte de gestantes de la zona metropolitana de

Bucaramanga.”

Autor: Eliana Marcela Mora Guevara.™

Palabras clave: Microbiota vaginal, Lactobacillus, Parto Prematuro Espontaneo, Secuenciacion

de Nueva Generacion.

Descripcidn:

El parto prematuro espontaneo (PE) es considerado un sindrome ocasionado por mdltiples
mecanismos. Actualmente, no se cuenta con herramientas para identificar a las mujeres con
posible riesgo PPE. La microbiota desempefia un papel importante en la salud vaginal y el
embarazo. Su alteraciébn puede llevar a otros desenlaces perinatales adversos con mayor
frecuencia como preeclampsia y corioamnionitis ademas riesgo de otras infecciones de tipo de
transmisidon sexual. El presente estudio evalué la asociacion de la microbiota vaginal en semana
11 a 13 de embarazo con el parto prematuro. se extrajo ADN a partir de muestras
cervicovaginales, se amplificaron las regiones V3-V4 del gen 16S rRNA y se secuencié usando
la plataforma lllumina MiSeqg/NextSeq 1000/2000.

Los resultados mostraron que tanto los casos de PPE como los de parto a término PT tenian una
microbiota dominada por el género Lactobacillus, principalmente por las especies L. crispatus y
L. iners. El 20% restante de la composicién de la microbiota correspondia bacterias anaerobias
como G. vaginalis, A. vaginae, P. amnii y Snethia sp. La subclasificacion del parto prematuro
menor a 34 semanas mostré una mayor abundancia relativa de L. iners en comparacién con los

demas grupos.

* Trabajo de grado

" Facultad de Salud. Escuela de Medicina. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director: Bladimiro Rincén
Orozco. Doctor en Ciencias Naturales. Codirector: Maria Carolina Veldsquez Martinez. Doctora en Fisiologia
Humana.
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Abstract

Title: Evaluation of the Association between Vaginal Microbiota at 11 to 13 Weeks of Pregnancy
and Spontaneous Preterm Birth in a Cohort of Pregnant Women from the Metropolitan Area of

Bucaramanga.$

Author: Eliana Marcela Mora Guevara.™

Keywords: Vaginal Microbiota, Lactobacillus, Spontaneous Preterm Birth, Next-Generation

Sequencing.

Description:

Spontaneous preterm birth (PTB) is considered a syndrome caused by multiple mechanisms.
Currently, there are no tools to identify women at potential risk for PTB. The microbiota plays an
important role in vaginal health and pregnancy. Its alteration can lead to other adverse perinatal
outcomes, more frequently including preeclampsia and chorioamnionitis, as well as an increased
risk of sexually transmitted infections. This study evaluated the association between vaginal
microbiota at 11 to 13 weeks of pregnancy and preterm birth. DNA was extracted from
cervicovaginal samples, the V3-V4 regions of the 16S rRNA gene were amplified, and sequencing

was performed using the Illumina MiSeq/NextSeq 1000/2000 platform.

The results showed that both PTB and full-term (FT) cases had a microbiota dominated by the
genus Lactobacillus, primarily by the species L. crispatus and L. iners. The remaining 20% of the
microbiota composition included anaerobic bacteria such as G. vaginalis, A. vaginae, P. amnii, and
Snethia sp. The sub-classification of preterm births before 34 weeks revealed a higher relative

abundance of L. iners compared to other groups.

$ Degree Work
“*Faculty of Health. School of Medicine. Master's in Basic Biomedical Sciences. Director: Bladimiro Rincén Orozco.
Doctor in Natural Sciences. Co-director Maria Carolina Veldsquez Martinez Doctor of Human Physiology
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Introduccién

El parto prematuro (PP) es considerado como un problema de salud publica global
(Barfield, 2018). Se estima que el 11,1% de los nacimientos a nivel mundial se da antes de las 37
semanas y, hasta el momento, no se ha logrado disminuir su incidencia de manera significativa
(Blencowe et al., 2012; Chawanpaiboon et al., 2019; Walani, 2020). El PP es la principal causa de
muerte en nifios menores de cinco anos, representando el 70% de las muertes neonatales en el
mundo (Couceiro et al., 2021), y un factor de riesgo que tiene un impacto en la salud, el bienestar
y el desarrollo en la vida adulta (Vogel et al., 2018) (5). En Colombia, entre 2018 y 2022 el
porcentaje de nacimientos menor a 37 semanas completas alcanzé el 11% (Dane, 2023). Aunque
la atencién y los cuidados a recién nacidos prematuros ha mejorado considerablemente
(Barfield, 2018), en nuestro pais la prematuridad sigue siendo la segunda causa de muerte
perinatal y neonatal tardia (Instituto Nacional de Salud, 2023)

El parto prematuro espontaneo (PPE) es considerado como un sindrome ocasionado por
multiples mecanismos como la isquemia uteroplacentaria, sobredistensién uterina, senescencia
decidual, interrupcion de la tolerancia materna, disminucion de la accidn de progesterona vy la
infeccidn e inflamacidn, razén por la se ha dificultado su deteccién y, a su vez, la creacion de una
herramienta diagndstica (23, 33). (Goldenberg et al., 2008; R. Romero et al., 2006)

Actualmente, solo se cuenta con el antecedente de PP y la cervicometria medida en el
segundo trimestre del embarazo como herramientas para identificar a las mujeres con posible
riesgo de PPE. Sin embargo, estos factores sélo alcanzan a identificar el 40% de todas las
gestantes y de estas, solo el 38% responden al tratamiento, logrando impactar solo un 10% de

los casos.
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Numerosas investigaciones se han enfocado en la busqueda de marcadores bioquimicos
involucrados en la patogénesis de este sindrome, que permitan realizar una identificacién
temprana del riesgo de PPE (Cook et al., 2019; DiGiulio et al., 2015; D’Silva et al., 2018; Lockwood
et al., 1991; Peter Van Dorsten et al., 1996); no obstante, ninguno de los candidatos planteados
ha demostrado tener una adecuada capacidad para identificar los cambios que conllevan a un
PPE, mas alla de las cifras mostradas por las medidas clasicas de longitud cervical y antecedente

de PP (Son & Miller, 2017).

Dentro de los componentes mas estudiados se encuentra la microbiota vaginal, la cual se
ha logrado caracterizar en diferentes grupos de mujeres de forma eficiente con las tecnologias
de secuenciacién de nueva generacién disponibles. Los principales resultados obtenidos sugieren
gue una alteracion de esta microbiota vaginal podria estar relacionada con un aumento en el
riesgo de presentar un PPE y aunque se cuenta con multiples estudios sobre el tema, la
heterogeneidad de los resultados obtenidos ha impedido que puedan ser usados como
herramienta de identificacién y diagndstico (B. J. Callahan et al., 2017; DiGiulio et al., 2015;
Romero et al., 2014; Shi et al., 2020). Esto puede relacionarse con las caracteristicas propias del
disefio de los estudios realizados, con diferencias en variables como el tamano de la muestra, la
edad gestacional evaluada, la etnia de las pacientes (R. Romero et al., 2014; Sun et al., 2022) y

las tecnologias de secuenciacion y analisis de datos implementadas (Peelen et al., 2019).

La etnia es uno de los factores determinantes de la composicion de la microbiota vaginal
y la mayoria de las investigaciones que se han llevado a cabo, han sido realizadas en mujeres
afrodescendientes y blancas. La informacién en poblacién hispana es muy limitada vy, en

Colombia, no se cuenta con informacidn de la composicion de la microbiota vaginal.
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Es necesario, por tanto, realizar mas investigacion para esclarecer la asociacion entre la
modificacion de la microbiota vaginal durante el embarazo con el desenlace de PPE, y para
identificar biomarcadores mas eficientes, que se puedan detectar en etapas tempranas de la

gestacion y en el diferencial de la composicidn microbiota vaginal.

Por tanto, esta propuesta tiene como objetivo evaluar la asociacidon de la microbiota
vaginal en semana 11 a 13 de embarazo con el parto prematuro espontaneo en una cohorte de

gestantes de la zona metropolitana de Bucaramanga.
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2 Planteamiento del problema y justificacion

El PP es una prioridad de salud publica mundial (Barfield, 2018). La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) lo define como el nacimiento que se da antes de completar las 37 semanas de
gestacion. Se ha estimado que 15 millones de nifios nacen en esta condiciéon cada afo y
aproximadamente 1 millén de estos ninos mueren por complicaciones relacionadas con la
prematuridad (World Health Organization, 2020). Es considerado como la principal causa de
muerte neonatal, la segunda causa de muerte en nifios menores de 5 afios (Blencowe et al.,
2012). El PP esta asociado con un mayor riesgo de complicaciones a corto plazo debido a la
inmadurez de los multiples sistemas, asi como a los efectos en el desarrollo neuroldgico como la
pardlisis cerebral, problemas de aprendizaje y problemas de visién y audicion (Mwaniki et al.,

2012)

Segun la edad gestacional del recién nacido, la prematuridad se puede clasificar como,
extremadamente prematuro en aquellos bebés que nacen antes de las 28 semanas, prematuro
los que nacen entre la semana 28 a 32 y, prematuro moderado a tardio los nacidos entre la
semana 32 a 36. Estas subdivisiones tienen importancia clinica dado que a menor edad
gestacional hay un aumento de la mortalidad, la discapacidad y la intensidad de la atencion

neonatal requerida (Blencowe et al., 2012).

En Colombia, segln publicaciones referidas por el DANE, a nivel nacional, entre 2018 y
2022 se observé una tasa de nacimientos pretérmino creciente llegando hasta el 11%. En general,

se pudo observar un incremento en la tasa de nacimientos pretérmino por cada 1.000 nacidos
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vivos en todos los departamentos, con Atlantico como el que presentd el aumento mas alto en
la tasa de nacimientos pretérmino del pais en ese periodo de tiempo. Segun los grupos de edad
de la madre, existe una mayor proporcidon de nacimientos pretérmino en mujeres entre el rango
de 10 a 14 afios o entre 45 y 49 afios. Ademas, se evidencia a partir de los 30 afios de edad, un
crecimiento progresivo en la proporcidn de nacimientos pretérmino (Dane, 2023) Es importante
destacar que estas cifras no discriminan entre los casos que son PPE de aquellos que son
indicados, y que no se cuenta con una cifra real de nacimientos prematuros espontaneos en el

pais.

El Instituto Nacional de Salud de Colombia, en su boletin epidemiolégico de la semana 30
del 2023, se reporté una razéon de mortalidad perinatal y neonatal tardia de 12.2 muertes por
cada 1.000 nacidos vivos, superior a la del afo anterior y dentro de las causas, la prematuridad-
inmaturidad sigue siendo la segunda mas frecuente después de los trastornos de origen perinatal
y placentarios (Instituto Nacional de Salud, 2023). La implementacién de una atencién de apoyo
y cuidados intensivos neonatales son determinantes para garantizar la supervivencia del recién
nacido y disminuir el riesgo de complicaciones y secuelas a largo plazo. La capacidad de estos
cuidados esta muy asociada con el nivel socio-econdmico del pais, y aquellos con ingresos bajos,
solo el 10% de los nifios que nacen antes de las 28 semanas de gestacidn sobreviven, mientras
gue en los paises con altos ingresos mas del 90% de estos nifios sobreviven (Blencowe et al.,

2012)

El PP, al ser considerado como un sindrome obstétrico con multiples etiologias, dificulta

su comprensién y las posibles estrategias para su diagndstico, prevencién y tratamiento (R.
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Romero et al., 2006). La comunidad cientifica ha enfocado sus esfuerzos en la busqueda de
indicadores clinicos y marcadores biolégicos a partir de los mecanismos involucrados en el PPE,
gue permitan una identificacion temprana de las pacientes que puedan presentar un PPE. De
toda la investigacion realizada, ninguna molécula de las propuestas ha sido atil para detectar
gestantes asintomaticas en riesgo de un PPE, porque no han demostrado tener la suficiente

sensibilidad para detectar a todas las pacientes en riesgo.

Dentro de las medidas ecograficas que evaltan las caracteristicas del cuello del utero y
gue permiten identificar pacientes que pueden presentar un PPE, la cuantificacién de la longitud
el cuello del utero (LC) es la de mejor rendimiento, (Peter Van Dorsten et al., 1996) demostrando
qgue aquellas gestantes con una LC menor a 25 mm tienen un riesgo cercano al 30% de presentar
un parto antes de las 37 semanas, Sin embargo, estudios que han realizado andlisis sobre esta
técnica han determinado que su sensibilidad solo llega hasta el 37,3% (Son & Miller, 2017). La
fibronectina fue uno de los primeros marcadores bioldgicos que se propusieron para el tamizaje
del riesgo de PP (Lockwood et al., 1991), no obstante, no ha demostrado tener un valor predictivo
negativo confiable, y en ausencia de su deteccidn, el riesgo de PP no cambia significativamente
(Carvajal et al.,, 2017). Actualmente la medicidon de la fibronectina sirve principalmente en

aquellas pacientes que han iniciado el trabajo de parto (Son & Miller, 2017).

La microbiota desempeiia un papel importante en la salud vaginal y el embarazo. Su
alteracion puede llevar a otros desenlaces perinatales adversos con mayor frecuencia como
preeclampsia y corioamnionitis ademas riesgo de otras infecciones de tipo de transmisidn sexual.

Los estudios que evaltan la composicidn diferencial de la microbiota vaginal en mujeres con PPE
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han sido contradictorios. El ultimo metaanalisis publicado en 2022 que reune articulos entre el
2015 a 2022, concluye que la presencia de L. crispatus desempeia un papel protector para el PPE
y por el contrario, la disminucion de las especies de Lactobacillus incrementa el riesgo de PP (OR
1.69, 95% Cl 1.15-2.49) (Gudnadottir et al., 2022).

En Colombia no se cuenta con informacidn sobre la dindmica de la microbiota vaginal en
mujeres gestantes y cudl es su posible asociacidén con el PP. Los pocos estudios publicados estan
enfocados en la deteccion de infecciones vaginales tipo Vaginitis o Vaginosis Bacteriana (VB),
usando técnicas de cultivo y microscopia convencional para hacer el diagndstico (Gomez-
Rodriguez et al., 2019; Tamayo et al., 2016; Vivaset al., 2020). El desarrollo de tecnologias de
secuenciacion de segunda generacion que han sido mejoradas con el paso del tiempo vy el
surgimiento de las tecnologias de tercera generacion, han demostrado tener una mejor
resolucién en los resultados para la caracterizacion de comunidades microbianas que habitan
diferentes partes de nuestro organismo. La falta de informacidn sobre la composicién de la
microbiota vaginal en nuestra poblacion demuestra la importancia de realizar estudios que nos
brindan conocimiento sobre su estructura y dindmica en poblacidén gestante de nuestra region y
confirmar con resultados de otros estudios las semejanzas y diferencias. Mientras mas
conocimiento exista sobre el tema, mas facil sera a futuro integrar la informacion para identificar
de manera temprana pacientes con riesgo de un PP.

Por tal razén, se hace pertinente continuar en la busqueda de nueva informacién que
respalde y confirme que el cambio en la composicién de la microbiota vaginal durante el
embarazo puede asociarse al desenlace de PPE, implementando las tecnologias de secuenciacion

disponibles.
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Pregunta de investigacion: ¢ La composicién de la microbiota vaginal durante el primer trimestre
del embarazo en poblacién gestante de la zona metropolitana de Bucaramanga estd asociada con

el del parto prematuro espontdneo?

3 Marco tedrico y estado del arte

La definicién de PP es dada por la OMS como aquellos recién nacidos vivos antes de las
37 semanas de embarazo (World Health Organization, 2020). En el 2010 se logrd estimar
aproximadamente 15 millones de nacimientos prematuros en todo el mundo, correspondiente a
un indice global de natalidad del 11% (Blencowe et al., 2012). Se determind que la incidencia de
los casos estaba relacionada con el ingreso econdmico de los paises y aquellos que tenian
ingresos mas bajos mostraban un indice de nacimientos prematuros mas alto (11,8%), mientras
gue para los paises con ingresos medios y altos los indices eran inferiores (9,4% y 9.3%
respectivamente), con excepcion de Estados Unidos y Australia que mostraron altos indices de
nacimientos prematuros. Las regiones con las tasas de nacimientos prematuros mas altas para
ese afio fueron el sudeste asiatico, el sur de Asia y Africa subsahariana. La informacién sobre los
casos de PP en Latinoamérica es limitada, sin embargo, se logré determinar que el porcentaje de
nacimientos prematuros fue del 8,4%, con Brasil como uno de los paises con mads casos (9,2%)
(Blencowe et al., 2012). Para el 2014 se encontré que la tendencia de nacimientos prematuros

aumentd hasta el 10,6% en comparacién con los afios anteriores (Chawanpaiboon et al., 2019)

De todos los casos de partos pretérmino, aproximadamente 1 milldn de neonatos mueren
cada afio, convirtiéndose en una de las principales causas de mortalidad infantil (unicef, 2023),

asociadas principalmente al compromiso de diferentes sistemas organicos que aumentan el
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riesgo de sufrir morbilidad a largo plazo y resultados adversos del desarrollo neurolégico como

déficits motor, neurosensorial, cognitivo y de conducta (Barfield, 2018).

Segln la edad gestacional del recién nacido, la prematuridad se puede clasificar como
extremadamente prematuro aquellos neonatos que nacen antes de las 28 semanas, prematuro
moderado los que nacen entre semana 28 a 31*® y prematuro tardio los nacidos entre semana
32%0 3 36* (World Health Organization, 2020). La mayor proporcidon de los PP son tardios,
alrededor del 10% nacen entre las 28*°a 31*® semanas y solo el 5% de los casos nacen antes de
las 28 semanas de gestacion (Walani, 2020). EI PP también se puede clasificar segun la
presentacion clinica en PP espontdneo (PPE), que se da cuando hay una ruptura prematura de
membranas (RPM), por el inicio del trabajo de parto con dilatacién cervical, o PP inducido que
son aquellos que son iniciados por el personal médico por complicaciones maternas o fetales en
la ausencia de contracciones o ruptura de membranas (Ananth et al., 2005). Alrededor del 30-
35% de los nacimientos prematuros son indicados, del 40 al 45% son partos prematuros

espontaneos y entre el 25 al 30% se dan por PPROM (Goldenberg et al., 2008).

3.1 Factores de riesgo del PP

Son multiples los factores de riesgo que se han intentado asociar con la terminacién del
embarazo antes de las 37 semanas. Entre estas se cuentan causas médicas, genéticas y, factores
ambientales y socioeconémicos. Uno de los que ha demostrado tener gran asociacién es el
antecedente de PP, y aquellas gestantes que han tenido un PPE tienen un 30% mas de riesgo de
volver a presentar el evento (Phillips et al., 2017). Como factores de riesgo médicos observados

se pueden incluir ciertas infecciones, alteraciones maternas o fetales como la preeclampsia y
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malformaciones fetales, embarazo multiple, la edad materna extrema, anomalias cervicales,
algunas etnias y el indice de masa corporal (Menon, 2008). También influyen ciertas conductas

como tabaquismo, consumo de alcohol y drogas psicoactivas (Laelago et al., 2020).

Los factores socioecondmicos parecen jugar un papel importante en el riesgo de
presentar un PP. Una revisién sistematica de 106 estudios observacionales en diferentes paises
reveld que el bajo nivel socioecondmico y el bajo peso del neonato al nacer se relacionan con el
PP (Blumenshine et al., 2010). También se ha documentado que aquellos barrios que presentan
altos niveles de pobreza tienen mayor riesgo de PP en comparaciéon con aquellos con bajos

niveles de pobreza (Margerison-Zilko et al., 2015).

Uno de los factores de riesgo mds importantes asociados al PP es el origen racial y étnico
de las mujeres. Aun no es bien comprendida la razén en las diferencias en las tasas de PP entre
grupos étnicos y raciales. Se ha planteado como hipdtesis una relacion con las desigualdades
sociales y econdmicas subyacentes, dado que, tanto la pobreza, la educacion maternay el estrés
estdn asociadas con un mayor riesgo de PP, pero se desconoce cdmo estos factores interactian
entre si y modifican la relacidn entre la etnia y el PP. Aunque las condiciones socioecondmicas
son la principal razéon del PP en la raza, otras investigaciones sugieren la ascendencia genética

también parece estar implicada

En 2013, en Estados Unidos se reportd que el 16,3% de las mujeres negras no hispanas
embarazadas dieron a luz antes de las 37 semanas en comparacion con el 10,2% de las mujeres

blancas no hispanas y el 11,3% de las mujeres hispanas (Frey & Klebanoff, 2016). Adicionalmente,
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en una revision sistematica se encontré que las mujeres afrodescendientes tienen un riesgo dos

veces mayor de presentar PP en comparacidon con mujeres caucadsicas (Schaaf et al, 2013).

La identificacion de los factores que se involucran en el PP ayuda a tener una mejor
comprensién de sus causas y la posibilidad de una intervencién con el fin de prevenir
complicaciones, o en el caso de mujeres embarazadas que presenten conductas de riesgo,
permite que puedan evitarse o controlarse, como: dejar de fumar cigarrillo, tratar las
comorbilidades maternas subyacentes y lograr el indice de masa corporal ideal (Wallace et al.,

2017.

3.2 Fisiopatologia del Parto Prematuro

El PP es considerado un sindrome multifactorial en el que los mecanismos moleculares
involucrados en su activacion aun no son claros. Tanto el PT como el PP involucran los mismos
eventos clinicos que llevan a la activacién de la via comun del parto con un aumento de la
contractilidad uterina, dilatacidon cervical y ruptura de las membranas corioamnidticas (R.

Romero, Dey, et al., 2014) .

Los mecanismos que permiten la activacidén del miometrio estan dados por cambios en la
sefializacion entre las vias antiinflamatorias y proinflamatorias, junto con la activacion de
proteinas asociadas a la contraccién. En la dilatacion cervical se generan cambios en la matriz
extracelular y se da la activacion de la decidua con posterior ruptura de membranas que esta
mediada por una mayor expresion de citocinas inflamatorias, quimiocinas y mayor actividad de

proteasas (R. Romero, Dey, et al., 2014).
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En el caso del PP, diferentes procesos patoldgicos junto con factores de riesgo pueden
activar uno o mas componentes de la via comun de parto antes del tiempo estimado. Evidencia
de diversos estudios muestra que los mecanismos de enfermedad que se pueden asociar con el
PP pueden ser la hemorragia decidual y enfermedad vascular, senescencia decidual, interrupcién
de la tolerancia materna, disminucion de la accién de progesterona, sobredistensién uterina e
inflamacién inducida por microorganismos (R. Romero et al., 2006). Todos estos mecanismos
inducen el parto a través de la liberacion de mediadores que estimulan la contraccién del
miometrio, la degradaciéon de los componentes de la matriz extracelular, la induccion de la
inflamacién y apoptosis de células que promueven la ruptura de las membranas, la maduracion

cervical y el vaciado uterino (Menon, 2008; Monangi et al, 2015).

Hallazgos histoldgicos y microbiolégicos indican que la inflamaciéon desempefia un papel
importante en la patogénesis del PP y la RPM (Romero et al., 2006). En el caso de infeccién
intraamniética, cuando se aislan los microorganismos del fluido amniético estos son similares a
los que infectan normalmente el tracto genital inferior, demostrando que existe una via de
ascenso de estos patogenos que infectan la via vaginal (Erchick, 2020). Todos estos
microorganismos son reconocidos por el sistema inmune a través de receptores especificos e
inducen la produccién de quimiocinas como IL-8, IL-1, CCL-2, citocinas proinflamatorias como IL-
1B, TNF-a, prostaglandinas y proteasas que conducen a la activacién de la via comun de parto
(Romero, 2001) (48). Sin embargo, no todas las mujeres con infeccion vaginal terminan
desarrollando una infeccidn intraamnidtica y parece ser que la microbiota vaginal desempefia un

papel importante para el control de estas infecciones. Esto demuestra la importancia de una



EVALUACION DE LA MICROBIOTA VAGINAL EN EL EMBARAZO 22

comprension integral en su composicidén y dindmica durante el embarazo, asi como su interaccién

con otros factores, como la activacion de la respuesta inmune inflamatoria (Macones et al, 2004).

3.3 Microbiota

El término microbiota hace referencia al conjunto de microorganismos que habitan
diferentes superficies y cavidades en el cuerpo humano. Existe una gran diversidad de
microorganismos conformados por bacterias, arqueas, protistas, hongos y virus, que tienen la
particularidad de encontrarse distribuidos de forma diferencial dependiendo la zona del cuerpo
e inclusive entre las personas (The Human Microbiome Project Consortium, 2012) y pueden
convivir de manera comensal, simbidtica o patégena en nuestro organismo (Marchesi & Ravel,
J.,2015). Se ha estimado que la microbiota asociada a los humanos esta conformada por al menos
40.000 cepas bacterianas distribuidas en 1.800 géneros, y que en conjunto reunen al menos 9.9
millones de genes no humanos (Schwiertz, 2016). Una caracteristica fundamental es su relacién
con diversos estados de salud y su participacidon en procesos bioldégicos como la homeostasis
metabdlica, captacién de nutrientes, adquisicion programada de inmunidad, proteccién contra
patégenos, entre otros (Barrientos-Durdn et al., 2020). El desbalance de la microbiota normal se
ha asociado con multiples enfermedades incluidas esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria

intestinal, diabetes tipo 1y 2, alergias, asma, autismo y cancer (Lloyd-Price et al., 2016).

La evolucidn de las nuevas tecnologias de secuenciacidn de alto rendimiento ha facilitado
la identificacion de comunidades microbianas complejas, y la obtencidon de informacion mas
completa sobre las especies presentes en un hdbitat (Schwiertz, 2016). Dentro de las

metodologias implementadas en la secuenciacion masiva aplicada a la microbiologia se
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encuentran la secuenciacién dirigida basada en la amplificacion de pequefos fragmentos blanco
de ADN vy la secuenciacién en shotgun, cuyo objetivo es la identificacion del genoma completo,
el cual previamente se fragmenta de forma aleatoria y posteriormente se ensambla con

herramientas bioinformaticas (Hernandez et al., 2020).

Las caracteristicas que destacan las tecnologias de secuenciacidn de nueva generacion
son su capacidad para generar gran cantidad de informacion que permite la lectura de millones
de secuencias de forma masiva, una mayor precision en la identificacién de los microorganismos
y una reduccidn en los costos del procesamiento y el tiempo de analisis. La tecnologia Illumina es
una de las principales implementadas en la generacién de informacién sobre la microbiota por
su alto rendimiento, precisidn y bajas tasas de error. Puede secuenciar fragmentos de hasta 300
pares de bases (pb) y generar secuencias en una Unica direccién o en ambas direcciones. Nuevas
tecnologias desarrolladas como las de tercera generacidn que incluye la tecnologia de
secuenciacion de Oxford Nanopore, ha surgido con la intencién de mejorar la capacidad para
secuenciar fragmentos de mayor tamafio de ADN, para obtener una mejor profundidad en Ila
identificacion, ademads de una reduccién en los costos del procesamiento (Regueira-lglesias et al.,

2023).

Existen genes considerados marcadores moleculares que sirven para la identificacion de
la microbiota y han sido de gran utilidad para estudios de filogenia y evolucién genética. En el
caso de las bacterias y arqueas se usa el gen 16S que codifica el ARN de la subunidad pequena de
los ribosomas de estos microorganismos (Schwiertz, 2016) . La secuencia de este gen, que tiene
un tamano de aproximadamente 1500 pb, contiene 3 tipos de regiones importantes: Las regiones

altamente conservadas son comunes a todas las bacterias y se han usado como blanco para el
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disefio de cebadores que permiten la amplificacion del gen y las regiones variables e
hipervariables proporcionan la informacién especifica para la identificacion de géneros y especies
bacterianas. El gen cuenta con 9 regiones variables y en la mayoria de los estudios se usan entre
1 a 2 para discriminar entre los diferentes taxones bacterianos y es importante resaltar que
algunas de estas regiones permiten una mejor diferenciacién entre taxones estrechamente

relacionados.

3.4 Microbiota vaginal

En el tracto vaginal, la comunidad de microorganismos reside principalmente en el
epitelio escamoso y cumplen un papel fundamental en el bienestar y la salud de las mujeres
(Lamont et al., 2011), actuando como un componente clave en la defensa contra patégenos y
enfermedades. Se ha caracterizado al género bacteriano Lactobacillus como el dominante de esta
comunidad de microorganismos. Las primeras clasificaciones sobre su composicién se hicieron
con base en su presencia y se establecieron las categorias de biota dominante o no dominante

por Lactobacillus (Cruickshank, 1934).

Los Lactobacillus son bacterias gram positivas en su mayoria anaerobias, que
desempefian una funcién importante en el control de infecciones por otros patdégenos a través
de dos mecanismos. El primero, es por medio de la adhesién a glicoproteinas presentes en las
células epiteliales, y el segundo, es por la producciéon de compuestos microbianos, como el acido
lactico, que mantiene un pH acido en la luz vaginal, generando un ambiente protector al inhibir
el crecimiento de otros microorganismos (Nagy et al, 1992). El papel que desempeiia la

microbiota vaginal estd relacionado con la prevencién de la vaginosis bacteriana (VB), infecciones
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por levadura, infecciones de transmision sexual, infecciones del tracto urinario e infeccion por

VIH (Ravel et al., 2011).

Haciendo uso de pirosecuenciacion del gen 16S rRNA, en 2010 Ravel y colaboradores logré
caracterizar la microbiota vaginal de 396 pacientes norteamericanas de cuatro grupos étnicos
diferentes: blancas, negras, asiaticas e hispanas. Encontrd que la mayoria de las comunidades
vaginales estdn dominadas por una o mas especies de Lactobacillus. A partir de esta informacion
se realizo la construccién de cinco grupos principales de comunidades microbianas denominadas
tipos de estado comunitario (CTS, por sus siglas en inglés). El grupo CTS | obtuvo un 26,6% de
mujeres con dominancia de L. crispatus, en el grupo CTS II, 6,3% de L. gasseri, grupo CTS 111 34,1%
de L. inersy el grupo CTS V un 5,3% de dominancia por L. jensenii. El grupo CTS IV formé un grupo
heterogéneo principalmente de bacterias estrictamente anaerobias de los generos Prevotella,
Dialister, Atopobium, Gardnerella, Megasphaera, Peptoniphilus, Sneathia, Eggerthella,

Aerococcus, Finegoldia, y Mobiluncus.

En este estudio los principales Lactobacillus encontrados fueron L. iners y L. crispatus. Las
diferencias entre estas comunidades vaginales estan potenciadas por factores culturales,
conductuales, genéticos y otros que aun permanecen desconocidos. La composicién del grupo
CTS IV es similar a los criterios de Nugent para diagnosticar VB y, ademas, ha demostrado tener
una fuerte asociacién entre el aumento del riesgo de adquirir infecciones de trasmisién sexual
(ITS). El andlisis de la proporcidon de cada comunidad segun la etnia demostré tener diferencias
significativas, logrando concluir que las comunidades bacterianas vaginales no dominadas por
especies de Lactobacillus son comunes y parecen normales en las mujeres de etnias negras e

hispanas (Ravel et al., 2011).
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Estudios posteriores confirmaron las diferencias que existen entre la composicién de la
microbiota vaginal y la etnia. Un estudio realizado por Fettweis et al. en 2014, compard la
microbiota vaginal de mujeres afroamericanas con y sin diagndstico de VB, con mujeres de
ascendencia europea con las mismas caracteristicas. El estudio encontré que, en mujeres de
ascendencia europea, la microbiota vaginal tiene baja diversidad y estd dominada por especies
de Lactobacillus, mientras que en las mujeres afroamericanas hay una mayor diversidad
microbiana y poca presencia de Lactobacillus. La importancia de esta informacidn radica en que
las mujeres afroamericanas presentan con mayor frecuencia VB y tienen mayor riesgo de

terminar en un PP (Fettweis et al., 2014).
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Se cree que las diferencias en la composicién de las comunidades vaginales entre los
grupos étnicos pueden estar relacionados con diferencias genéticas del hospedador, influyendo
directamente en los sistemas inmune innato y adaptativo, las secreciones vaginales y ligandos de
superficies de las células epiteliales vaginales, entre otros. Factores como habitos de higiene
personal, el uso de métodos anticonceptivos y estilo de vida sexual también pueden influir en las

diferencias de la microbiota vaginal entre las mujeres (Schwebke, 2009).

En algunas mujeres sanas de edad reproductiva se ha evidenciado que la microbiota
vaginal es dindmica en el tiempo y pueden cambiar de una comunidad microbiana a otra,
mientras que en otras es mas estable, probablemente por tener una mayor dominancia de ciertas
especies de Lactobacillus productores de acido lactico (59). Los estudios longitudinales resaltan
qgue las comunidades microbianas vaginales tienen una naturaleza altamente dindmica y es
necesario comprender mejor los factores bioldgicos subyacentes que modulan las transiciones
en la composicidn y las funciones de la microbiota que puedan afectar la fisiologia del hospedero

(Smith & Ravel, 2017).

3.5 Microbiota vaginal y embarazo

Durante el embarazo la microbiota vaginal parece sufrir algunas modificaciones en su
composicién y estabilidad. Se ha sugerido que puede deberse a los cambios fisioldgicos propios

del embarazo y a implicaciones funcionales para el hospedero.

Los primeros estudios basados en secuenciacion dirigida al gen 16S rRNA lograron
determinar que, durante la gestacion, el género Lactobacillus spp. se encontraba predominante

(Aagaard, 2012), y con investigaciones posteriores se logré diferenciar y caracterizar la
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microbiota vaginal de mujeres embarazadas y no embarazadas. De este estudio se determiné al
tipo de estado comunitario IV-B (CST IV-B), caracterizado por una alta abundancia relativa de
especies de Atopobium mas la presencia de Prevotella, Sneathia, Gardnerella, Ruminococcaceae,
Parvimonas, Mobiluncus, en menor proporcion en el grupo de mujeres con embarazo a término
y, que las diferencias entre los dos grupos de comparacion en relacion a este CST fue significativa.
También se evidencié una mayor abundancia de algunas especies de Lactobacillus como L.
vaginalis, L. crispatus, L. gasseri y L. jensenii durante el embarazo, ademas de una mayor
estabilidad de todos estos microorganismos durante el tiempo de seguimiento en el estudio y
que el cambio de CST fue mas frecuente entre aquellas comunidades dominadas por

Lactobacillus (Romero, 2014).

3.6 Microbiota vaginal y PP

La microbiota desempeia un papel fundamental en nuestro organismo en labores como
adquisicion de nutrientes, programacidon inmunitaria y protecciéon contra patégenos. Su
alteracion se ha asociado con el desarrollo de enfermedades (Dethlefsen, 2007). En el caso de la
microbiota vaginal, cuando esta se altera se relaciona con un mayor riesgo de infecciones de
transmisién sexual, incluido el VIH (Fredricks, 2005), eventos perinatales adversos como abortos
recurrentes, corioamnionitis histolégica o inclusive el parto prematuro. Gran cantidad de
estudios se han realizado para determinar si los cambios en la composiciéon de la microbiota

vaginal durante el embarazo se relaciona con la culminacion del embarazo de manera anticipada.

Las asociaciones entre las comunidades bacterianas vaginales, la vaginosis bacteriana

(VB) y el parto prematuro estdan ampliamente reportadas (Stafford et al., 2017; Sun et al., 2022).
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Uno de los primeros estudios realizados para caracterizar la microbiota vaginal durante el
embarazo, utilizé técnicas basadas en pirosecuenciacion para poder establecer si los cambios en
la composicion de la microbiota vaginal ocurren antes del inicio del parto prematuro espontaneo.
Sin embargo, en los resultados no se detectaron diferencias en los taxones bacterianos, la
abundancia relativa y la frecuencia de los tipos de estado comunitario (CST) entre las pacientes
gue dieron a luz a término y las que tuvieron un parto prematuro espontdneo (Romero et al.,
2014). Contrario a estos resultados, estudios como el de DiGiulio et al. pudieron demostrar que
aquellas pacientes que tienen un PP tienen una dominancia del CST IV a lo largo del embarazo y
su asociacion fue estadisticamente significativa, aun corrigiendo el efecto de la raza sobre la

correlacién (DiGiulio et al., 2015).

Respecto a la diversidad alfa y beta, se encontré que estos no sufren cambios
significativos entre las semanas de embarazo de las pacientes estudiadas y, por tanto, no hay una
semana en particular en la que ocurran grandes cambios en la microbiota. Estos resultados
iniciales sugieren que la progresion del embarazo no estd asociada con una remodelacidon
dramatica de la diversidad y composicion de la microbiota normal de una mujer, pero si que la
alta diversidad de CST IV esta asociado con un riesgo mas alto de incidencia del PP, sugiriendo
que la evaluacién de esta comunidad seria de utilidad en la prediccién del PP desde etapas

tempranas del embarazo (DiGiulio et al., 2015).

Investigaciones posteriores como el realizado por Freitas y colaboradores, encontraron
en una cohorte de 170 pacientes con parto a término y 46 mujeres con parto prematuro
espontaneo, que la riqueza y la diversidad de la microbiota vaginal se relaciona con un riesgo mas

alto de terminar en un PP (Freitas et al., 2018). Los resultados obtenidos fueron consistentes
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estudios previos como el de Hyman y colaboradores, con la diferencia que se incluyd un mayor
numero de participantes, que tenian una predominancia de raza blanca y se hizo una Unica

medicidn en la semana 16 del embarazo (Hyman et al., 2014).

Para el afio 2019, Fettweis et al. realizé un analisis de la microbiota vaginal en el embarazo
en el que se incluyeron dos grupos de estudio diferentes: el primero fue un estudio de casos y
controles que incluyd 45 mujeres que terminaron en un PPE y 90 mujeres con un PT y en el cual
habia predominancia de ancestria africana. El otro grupo incluia una cohorte retrospectiva de 90
mujeres que tuvieron parto normal y un parto pretérmino, con una diversidad étnica mayor
(Gajer et al., 2012). Los resultados mas significativos mostraron que las mujeres que dieron a luz
a término tenian mds probabilidades de mostrar un predominio de L. crispatus en su microbiota
vaginal. La diversidad general aumentd en las muestras de mujeres que tuvieron PP y los 12
taxones caracterizados, mostraron diferencias significativas en la abundancia entre los grupos de
PP y parto a término. Como microorganismos mas representativos en las muestras de PP, se
encontré mayor abundancia de BVAB1, Prevotella cluster 2 y Sneathia amnii, mientras que L.
crispatus se redujo significativamente. En el segundo grupo estudiado se identificaron los taxones
Megasphaera tipo 1 y TM7-H1 como adicionales asociados con el PP. Como herramienta de
diagnéstico del riesgo de PP, los investigadores construyeron un modelo de prediccion haciendo
uso de los taxones mdas asociados al PP, obteniendo resultados positivos y sugiriendo que su
deteccion en etapas tempranas del embarazo es el mejor momento para hacer la prediccién de
posibles complicaciones a futuro (J. M. Fettweis et al., 2019). Posteriores estudios realizados

confirmaron estos resultados (Chang et al., 2020; Dunlop et al., 2021).
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Una caracteristica importante de los estudios de microbiota vaginal y PP a tener en
cuenta, ha sido la disparidad de variables incluidas, generando que los resultados obtenidos no
reflejan los mismos cambios y variaciones asociados al PP. Una de las principales variables que
difiere entre estudios y puede influir en el desenlace del PP es la etnia, ya que las mujeres de
etnia negra tienen una asociacion mas alta con el PP (OR) de 2.0 (95% Cl: 1.8-2.2) (Schaafet al.,
2013), ademads de las diferencias que también se presentan en la composicién de la microbiota
entre estos grupos (Fettweis et al., 2014; Ravel et al., 2011). La mayoria de la informacién con la
gue se cuenta actualmente se deriva de andlisis de la microbiota realizados en poblacion
afroamericana, y blanca no hispdnica (J. M. Fettweis et al., 2019; Romero et al., 2014), con
poblacién hispana muy reducida o nula (Hyman et al., 2014). La edad gestacional en la que se
evalla la composicién de la microbiota es otra variable que cominmente cambia entre los
estudios. Los analisis realizados han sido principalmente longitudinales, con muestras tomadas
semanalmente o en cada trimestre. La secuenciacién de segunda generacion es la metodologia
mas usada para caracterizar la microbiota vaginal, principalmente a través de la amplificacion del
gen 16S rRNA, sin embargo, los estudios difieren en la regién del gen amplificada para Ila
caracterizacion de la microbiota. Las regiones V1/2, V3/4, V1/V3 y V4 son las mas utilizadas en
estos estudios. Ademas de estas variables, Peelen et al. en su andlisis sistematico sobre la
influencia de la microbiota vaginal en el PP, describe que el disefio del estudio, el nimero de
participantes, el riesgo de tener un PP y la edad gestacional del embarazo para la toma de la

muestra son otras de las variables que cambian en los estudios (Peelen et al., 2019).

Gudnadottir y colaboradores en su trabajo sobre el riesgo de PP y la microbiota vaginal

pudo realizar un metaanalisis de red, incluyendo estudios longitudinales, que caracterizaban la
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microbiota en al menos 3 CST, para calcular intervalos de confianza del 95% y OR asociados al
riesgo de PP con la informacién extraida de los estudios. Los resultados obtenidos demostraron
gue hay una mayor proporcién de microbiota con “bajos Lactobacillus” en el grupo de pacientes
con PP en comparacion con las de parto a término. El riesgo de parto prematuro fue mayor entre
las mujeres que presentaban "bajos Lactobacillus" en comparacién con L. crispatus (OR 1.69, IC
95% 1.15 - 2.49). Como conclusion final los investigadores concluyen que la diversidad de la
microbiota vaginal parece desempefiar un papel importante en el riesgo de PP, donde las mujeres
con baja abundancia de Lactobacillus tenian un mayor riesgo de presentar PP en comparacién
con las mujeres con una microbiota dominante de L. crispatus, y que este microorganismo habia
demostrado ser la mejor composicion de microbiota vaginal, presente principalmente en

pacientes con parto a término (Gudnadottir et al., 2022).
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4 Objetivos

4.1 Objetivo General:

Evaluacion de la asociacién de la microbiota vaginal en semana 11 a 13 de embarazo con
el parto prematuro espontaneo en una cohorte de gestantes de la zona metropolitana de

Bucaramanga.

4.2 Objetivos Especificos:

Describir las abundancias relativas y las diversidades de las especies mas representativas

en las pacientes con parto prematuro espontaneo y parto a término.

Determinar las comunidades bacterianas en tipos de estado comunitario (CST) presentes
en las mujeres que tuvieron un parto prematuro espontdneo y las que presentaron parto a
término.

Comparar la abundancia, las diversidades y los CST entre las mujeres con y sin parto

prematuro espontaneo.
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5 Metodologia

5.1 Tipo de estudio

Estudio de casos y controles anidado en una cohorte con seguimiento longitudinal

5.2 Poblacion objeto

Mujeres en el primer trimestre de embarazo Unico atendidas en el Centro de Atencién

Materno Fetal Inutero de la clinica Foscal Internacional y el Hospital Universitario de Santander.

5.3 Obtencion de las participantes

Las participantes fueron seleccionadas de las bases de datos creadas a partir de los
proyectos internos de Universidad Industrial de Santander con cddigo de referencia 2542 y 2841,
en los cuales se incluyeron 340 gestantes y 400 gestantes respectivamente, en semana 11 a 13
de embarazo, entre los afios 2019 y 2022. Todas las pacientes cuentan con el consentimiento
informado debidamente firmado el dia de la realizacién de la ecografia de tamizaje genético del
primer trimestre en los centros de captacion autorizados para el proyecto. Con el fin de proteger
la identidad de las participantes, la informacién sociodemografica, clinica y de culminacién de su
embarazo se codificd alfanuméricamente.

A partir de la base de datos se realizd la identificacién de las participantes que culminaron
su embarazo antes de las 37 semanas de gestacion para incluirlas en el grupo de casos de parto
prematuro espontaneo. Para este grupo se tuvieron en cuenta los partos que culminaron por
ruptura prematura de membranas (RMP) o actividad uterina. La seleccion de los controles se

realizard pareando cada caso con 2 participantes con un embarazo superior a las 37 semanas de
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gestacion, teniendo en cuenta las variables edad, indice de masa corporal y numero de
embarazos previos para su selecciéon. Se manejo una relaciéon de casos y controles de 1:2, y se
incluyé un total de 50 casos de parto prematuro espontaneo y 100 controles de parto a término,

para un total de 150 participantes.

5.4 Extraccidon de ADN a partir de muestra cervicovaginal

La extraccion del material genético de las muestras cervicales se realizé con el método de
extraccion por salting-out. Inicialmente, se tomé 500 ul de la muestra almacenada y se lavd en
500 ul de Buffer PBS 1X para limpiar las células de los componentes del liquido conservador.
Seguido de esto se realizo la lisis de las células con 600 ul de buffer de lisis (10mM Tris-Cl pH 7,5,
10 mM EDTA pH 8,0 y 50mM NaCl) mas 10 ul del reactivo SDS al 20% y se incubaron durante una
hora a 56 °C en agitacion constante, dando vortex cada 15 minutos durante el tiempo de
incubacién. Posteriormente se realizé la precipitacion de los restos celulares con 200 ul de
cloruro de sodio en una concentracién de 6M (NaCl 6M) y se centrifugd a 12,000 rpm por 10
minutos para separar del material genético de los restos celulares. El sobrenadante fue
recuperado y se pasd a un nuevo vial y el ADN se precipité usando isopropanol, seguido de un
ciclo de centrifugacion a 12,000 rpm por 5 minutos para peletear el material genético, vy
posteriormente un lavado con etanol de grado biologia molecular al 70% con un posterior ciclo
de centrifugacién. El etanol residual se dejé evaporar por 30 minutos y finalmente, el ADN se
resuspendid en buffer TE 1X (Tris-EDTA 1X pH 7,5) y se almacend a -70°C. La cuantificacion y
verificacion de la calidad del ADN se hizo por absorbancia con el equipo DeNovix Inc (Wilmington,

Estados Unidos).
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5.5 Construccion de librerias y secuenciacion de la region V3/V4 del gen 16S rRNA por

Illumina

Inicialmente al ADN extraido se le realizé un control de calidad usando el sistema
LabChipGX para determinar el tamafio, cuantificacidn y pureza de las muestras. Se amplificaron
las regiones hipervariables V3-V4 del gen 16S rARN usando los primers 16S V3-V4 Forward y 16S
V3-V4 Reverse, siguiendo el protocolo del kit 16s rRNA-seq kit V3V4 (NEXTFLEX 16S, n.d.). Se usé
la plataforma Illlumina MiSeq/NextSeq 1000/2000 y se obtuvieron fragmentos de 300 pb x2. Los
archivos de las secuencias se almacenaron en formato fastq para su posterior analisis. (GenXpro,

Frankfurt, Alemania).

5.6  Analisis bioinformatico de los datos obtenidos por lllumina

Las muestras se demultiplexaron y a las lecturas se les removio el adaptador y se hizo un
control de calidad de corte utilizando Cutadapt (versiéon 3.4) (Martin, 2011). Basado en los
informes obtenidos del programa FastQC (0.11.9) se verificé la calidad de las lecturas en cada
muestra teniendo en cuenta que los fragmentos cumplieran con una longitud de 300 pb vy
tuvieran un puntaje de calidad superior a 30 (Babraham bioinformatics Fast QC, s.f.). Los archivos
fastg junto con la metadata se procesaron en el programa Nextflow: 23.04.3 con el pipeline nf-
core/ampliseq: 2.6.1 (Di Tommaso, 2017). La clasificacion de las lecturas se realizd en variantes
de secuencias de amplicones (ASV) y la asignacion taxondmica se infirid hasta mayor nivel
sistematico usando la base de datos Silva 138.1, con el pipeline del paquete DADA?2 versién 1.22.0
(Callahan, et al., 2016). La especie identificada se confirmd realizando una alineacién en el

programa Blastn y aquellas secuencias que fueron identificadas sélo hasta nivel de género, se les
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asigno la especie si tenian un porcentaje de identidad superior al 99% (NCBI blastn, n.d.). Para el
calculo de las diversidades alfa y beta, y sus respectivos indices, se utiliz6 el programa QIIME2
version 2022.11.1 (Hall & Beiko, 2018).

Para la construccion de los CSTs se empled el método VALENCIA (VAginal community
state typE Nearest Centrold clAssifier por sus siglas en inglés), que permite clasificar la microbiota
basado en el calculo de centroide de referencia, los cuales representan el perfil tipico de cada
CST. VALENCIA utiliza la medida de similitud de Yue y Clayton's 6 para comparar el perfil de

microbiota de una nueva muestra con los centroides de referencia (France, 2020).

5.7 Analisis de abundancia y diversidades de la microbiota vaginal.

Para el analisis de abundancias de taxones se incluyeron Unicamente las muestras que
tuvieran un nimero de lecturas superior a 10.000. En cada muestra se sumaron los recuentos de
lectura de ASVs asignados a la misma taxonomia.

Las abundancias relativas a nivel de género y especie con un umbral de deteccion superior
al 1% y un umbral de prevalencia del 5% fueron tenidas en cuenta para el analisis. Se hizo una
comparacion de los taxones entre los grupos de PPE y PT aplicando la prueba U de Mann-Whitney
y Kruskal Wallis con el fin de identificar diferencias en la abundancia a nivel de especie.

Para representar la diversidad alfa se calcularon los indices de Chaol, Shannon y Simpson,
y se aplicé la prueba U de Mann-Whitney como test estadistico. La diversidad beta se representd
con la disimilitud de Bray Curtis y se grafic6 como un andlisis de coordenadas principales (PcoA).
Para determinar las diferencias estadisticas entre los grupos PPE y pt se usé el analisis de varianza

multivariante permutacional (PERMANOVA).
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5.8 Analisis estadistico.

Para realizar el analisis estadistico, las variables cualitativas se describen con frecuencias
absolutas y relativas. Para las variables cuantitativas, inicialmente se realizé el test de Shapiro
Wilk para comprobar si las variables tenian un comportamiento normal. Las variables que
tuvieron una distribucién normal se describieron con media y desviacion estandar (DE) y las que
no tuvieron distribucidn normal con mediana y rango intercuartil. Se aplicé la prueba t de student
para aquellas variables que obtuvieron significancia en el test de normalidad. Como pruebas no
paramétricas para realizar la comparacién de variables continuas entre 2 grupos se aplico la
prueba de U de Mann Whitney, mientras que la comparacidon de mas de mas grupos se uso la
prueba de Kruskal Wallis. Para el analisis de las variables categdricas se empled la prueba exacta
de Fisher. Se tomé como significancia el valor de p que estuviera menor a 0,05. Para realizar los
test estadisticos y graficas se usé el programa Stata versién 16.1 (95) y GraphPad Prism version
8.0.2 (96).

Para evaluar la asociacién entre el desenlace del PPE con las variables clinicas y las
abundancias relativas de las especies identificadas en la microbiota vaginal, se utilizd6 una
regresion logistica condicional. Adicionalmente, se evalué el porcentaje de abundancia
(cuantitativo), asi como los quintiles y la presencia de las especies bacterianas de forma
cualitativa. Se realizé analisis univariante, reportando el Odds Ratio crudo (OR), con su respectivo
intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Posteriormente se realizd un analisis multivariante,
reportando los Odds Ratio ajustado (ORa) con su respectivo IC 95%. Los test estadisticos y graficas

se realizaron en el programa Stata version 16.1 (95) y GraphPad Prism versién 8.0.2 (96).
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5.9 Construccion de librerias y secuenciacion del gen 16S rRNA por Oxford Nanopore.

Se selecciond una submuestra de 20 participantes, 12 casos de PPE y 8 casos de PT, para
la amplificacién de las regiones V1-V9 del gen 16S rARN con los primers 16S-27F y 165-149R (97).
Se uso el kit Rapid PCR Barcoding Kit 24 V14 (SQK-RPB114.24) para la construccion de las librerias
(98). La libreria se cargd en una celda flonge FLO-FLG 114 versién R10.4.1 y la secuenciacién se

corrié en el equipo MinlON Mk1C durante 24 horas.

5.10 Analisis bioinformatico y estadistico de los datos obtenidos por Oxford Nanopore.

Los archivos de las secuencias fastq se procesaron en el programa EPI2ME labs siguiendo
el flujo de trabajo epi2me-labs/wf-16s para andlisis de secuenciacidon de lecturas largas. La
calidad de las secuencias se verificé teniendo en cuenta un puntaje de calidad superior a 8 y la
longitud del fragmento obtenido. La clasificacién de las secuencias se hizo con el programa
Kraken versidn 2.1.3 frente a la base de datos de referencia NCBI RefSeq _16s_18s para inferir el
mejor nivel taxondmico. Se tuvieron en cuenta para los taxones con un umbral de abundancia
superior al 1% en el total de muestras analizadas (99). Las abundancias relativas de las especies
identificadas se compararon entre las dos tecnologias de secuenciacién con el indice de

correlacidén intraclase usando el programa Stata versién 16.1 (95).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/targetedloci/
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6 Resultados

6.1 Descripcion de la cohorte y variables sociodemograficas y clinicas

En el estudio se incluyeron un total de 150 participantes, 50 de ellas con PPE y 100 con
PT. Después de aplicar los filtros de calidad de la secuenciacidn se obtuvo un total de 45 casos de
PPE y 91 controles de PT. Los criterios de inclusion de las participantes en los proyectos macro
de donde se seleccionaron las muestras fueron estar en el primer trimestre del embarazo,
embarazo Unico, no tener malformaciones millerianas ni enfermedades infecciosas como VIH,
no haber usado antibidticos minimo hace 1 semana o tener sangrado al momento de la toma de
muestra.

Las edad materna tuvo un promedio de 27,8 afos. Dentro de las variables
sociodemograficas y clinicas incluidas, solo la edad gestacional del parto y el antecedente de PP
mostraron diferencias significativas entre los dos grupos (test de Mann-Whitney p < 0,001 y
prueba exacta de Fisher p 0,03 respectivamente). Las demas variables no tuvieron significancia
estadistica. Con relacion a la informacion clinica del parto, en el grupo de casos la mediana de la
edad gestacional del nacimiento de los neonatos fue de 36,1 semanas (34,4 - 36,4), con una
mayor proporcién de nacimientos por encima de las 34 semanas de gestacion (80%). La principal
causa del PPE se dio por actividad uterina con un 62,2% en comparacién con la RPM que estuvo
en el 37,8%. En el grupo de PT, la mediana de la edad gestacional fue de 39 semanas (38-39,4)

con la mayoria de los nacimientos superiores a 37,6 semanas.
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Descripcion de las caracteristicas sociodemogrdficas, clinicas y del parto de las pacientes

incluidas en el estudio en los grupos de PPE y PT

Caracteristica PT (controles) PPE (casos) p*
(n=91) (n=45)

Edad materna promedio 27,8 (5,1) 28,2 (5,5) 0,69
(DE)
Edad gestacional promedio 12,6 (0,71) 13,1 (0,83) 0,22
(DE)
IMC mediana (RIQ) 26,17 (22,48-28,52) 27,34 (23,19-29,97) 0,36
Edad gestacional del parto 39 (38-39,4) 36,1 (34,4-36,4) <0,001
mediana (RIQ)
Patologias durante el 12 (13,2) 8(17,8) 0,61
embarazo n (%)
Diabetes gestacional n (%) 6 (6,6) 4 (8,9) 0,73
Preeclampsia n (%) 4 (4,4) 2(4,4) 1,00
Hipotiroidismo n (%) 2(2,2) 2(4,4) 0,60
indice de consistencia 13 (14,2) 10 (22,2) 0,50
cervical < 0,74 n (%)
Tabaquismo previo n (%) 8(8,7) 4 (8,8) 0,60
Antecedente parto
prematuro n (%)
Si 5 (5,4) 9 (20) 0,03
No 61 (67,0) 25 (55,6)
Primer embarazo 25 (27,4) 11 (24,4)

DE: desviacion estandar.

RIQ: rango Inter cuartil.

*prueba exacta de Fisher, prueba U de Mann Whitney o t de student segln corresponda.



EVALUACION DE LA MICROBIOTA VAGINAL EN EL EMBARAZO 42

6.2 Abundancias relativas de géneros y especies e indices de diversidades de la microbiota

vaginal

6.2.1 Abundancias relativas de géneros y especies

Basandose en la literatura (108) y la curva de la rarefaccién obtenida de los datos, se
excluyeron 14 muestras de los andlisis de abundancia y diversidades por tener menos de 10.000
lecturas en su recuento total. Se identificaron un total de 139 géneros y mds de 250 especies
entre todas las participantes incluidas. Al filtrar los taxones teniendo en cuenta el umbral de
deteccion y prevalencia, a nivel de género, sélo 6 se encontraron de forma representativa en la
microbiota vaginal, mientras que los demds estaban en menos del 1% del total de las lecturas por
muestra. Lactobacillus fue el género que tuvo la mayor abundancia (81,3%), seguido de
Gardnerella (7,7%).

Por su parte, géneros como Shuttleworthia, Atopobium, Meghaspera y Prevotella
tuvieron una prevalencia total menor al 5%. Al respecto, la prediccidn a nivel de especies reveld
gue, con excepcién de los Lactobacillus, los demas géneros se encuentran representados, en su
mayoria, por una Unica especie Del género Lactobacillus se identificaron en total 13 especies y
solo 5 ellas con abundancias significativas, siendo L. crispatus y L. iners, las especies
predominantes. En la tabla 2 se puede observar la abundancia relativa de los géneros y las

especies identificadas teniendo en cuenta la cohorte completa.
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Tabla 2.

Géneros y especies mds abundantes en la microbiota vaginal de mujeres con PP (casos) y PT

(controles).
Géneros Abundancia  Especies (closest Abundancia Identidad (%)
relativa (%) relative species) relativa (%)
L. crispatus 38,3 99
Lactobacillus 81,32 L. iners 35,9 99
L. jensenii 3,32 99
L. helveticus 2,45 99
L. gasseri 0,79 99
Gardnerella 7,75 G. vaginalis 7,75 99
Shuttleworthia 4,6 Shuttleworthia sp 4,60 99
Atopobium 2,26 A. vaginae 2,26 99
Megasphaera 1,69 Megasphaera sp 3,39 99
Prevotella 0,50 P. amnii 0,26 99

Se realizd un andlisis descriptivo y comparativo de las especies predominantes en la
microbiota vaginal entre los grupos de PPE y PT con el fin de identificar taxones que tuvieran
diferencias en las abundancias relativas entre ambos grupos. Como se observa en la Figura 2A,
las dos especies dominantes de la microbiota vaginal para ambos grupos fueron L. crispatus y L.
iners, con un porcentaje de abundancia en los casos de 31,1% (0,4- 91,9) para L, crispatus y
11,78% (0,63 — 66) para L. iners, mientras que en los controles L. crispatus tuvo un porcentaje de
abundancia de 13,4% (0,3 —91,0) y L. iners de 3,45% (0,62 — 85, 09). A pesar de haber una mayor
abundancia de estas especies en los casos las diferencias no fueron significativas (Tabla 3).

Es importante destacar la alta variabilidad de la abundancia para estos dos
microorganismos tanto en casos como en controles, dado que algunas mujeres tenian

abundancias cercanas a cero, mientras que otras mostraron abundancias superiores al 90%. A
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pesar de esto, las 136 participantes evidenciaron la presencia de estas dos especies en su

microbiota vaginal.

Figura 2.

Porcentaje de abundancia relativa de las 10 especies mds abundantes en la microbiota vaginal
en los grupos caso (PPE) y control (PT).
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Nota: A) Porcentaje de abundancia relativa en casos y controles de L. crispatus y L. iners. B)
Porcentaje de abundancia relativa en casos y controles de L. jensenii, L. gasseri, L. helveticus, G.
vaginalis, P. amnii, A. vaginae, Megasphaera sp. y Shutleworthia sp.

Al evaluar el porcentaje de abundancia de las demas especies, se puede observar que la
mediana tiene valores inferiores al 1% cuando se evalla individualmente en los grupos caso y
control. Adicionalmente, la variabilidad de los datos es mucho menor en comparacién con L.
crispatus y L. iners, y en la mayoria de las especies de la figura 2b se pueden apreciar muestras
gue tuvieron abundancias con valores atipicos y extremos. En el andlisis se destacan P. amniiy
Megashaera sp. que tuvieron un valor de p cercano a 0,05; sin embargo, las abundancias de estos
dos microorganismos se encuentran en baja proporcion respecto a las demas especies (Tabla 3).

Tabla 3.

Mediana y rango intercuartil (RIQ) de las abundancias relativas de las especies mds

representativas de la microbiota vaginal por caso y control.

Total (n=136) Min PT Controles PPE Casos Valor
Especie Mediana Max (n=91) (n=45) "
(RIQ) Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) P
L. crispatus 21,8(0,27-91,2) 0,07 - 13,4(0,3-91,0) 31,1(0,4-91,9) 0,78
94,98
L. iners 353 (0,62 - 0,06-—99,7 3,45 (0,62 — 85, 09) 11, 78 (0,63 — 66) 0,98
74,30)
L. jensenii 0,02 (0,003 - 0-21 0,02 (0,002 - 0,08) 0,04 (0,01-0,1) 0,26
0,09)
L. gasseri 0(0-0,02) 0-0,75 0(0-0,03) 0 (0-0,006) 0,18
L. helveticus 0,04 (0 - 0,006) 0-6,14 0,004 (0 - 0,006) 0,004 (0 —0,006) 0,59
G. vaginalis 0,04 (0,02-0,08) 0-2,7 0,04 (0,02 - 0,08) 0,04 (0,03 - 0,08) 0,97
P. amnii 0(0-0) 0-0,24 0(0-0) 0 (0-0,008) 0,08
A. vaginae 0,006 (0 —0,21) 0-1,18 0,006 (0—0,021) 0,006 (0—0,021) 0,96

Megasphaera sp. 0,06 (0-0,02) 0-0,76 0,002 (0-0,02) 0,015 (0-0,04) 0,07
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Shutleworthia sp.  001(0,007-0)  0-0,58 0,01 (0,006 - 0,03) 0,01 (0,008 - 0,04) 0,71

Nota: *Prueba U de Mann-Whitney

En comparacién con L. crispatus y L. iners, las demdas especies no tuvieron un porcentaje
de abundancia en todas las muestras analizadas (Tabla 4), sin embargo, algunas de ellas se
encontraban en una proporcién alta como es el caso de G. vaginalis que estuvo presente en el
96,7% de todos los controles, junto con L. jensenii con un 86,8% de presencia y Shutleworthia sp.
con el 81,3 %. El grupo de PPE tuvo un comportamiento similar respecto a las especies
mencionadas anteriormente (G. vaginalis 95,6%, L. jensenii 86,7% y Shutleworthia sp. 77,8%). No
se encontraron diferencias significativas al realizar la comparacién (prueba exacta de Fisher p>
0,05).

Tabla 4.

Presencia de cada especie en los grupos de PPE (caso) y PT (control)

Total (n=136) Controles (n=91) Casos (n=45)

Especie n (%) n (%) n (%) Valor p*
L. crispatus 136 (100) 91 (100) 45 (100)
L. iners 136 (100) 91 (100) 45 (100)
L. jenseni 118 (86,8) 79 (86,8) 39 (86,7) 1,00
L. gasseri 59 (43,4) 43 (47,2) 16 (35,6) 0,20
L. helveticus 92 (67,7) 60 (65,9) 32 (71,1) 0,56
G.vaginalis 131 (96,3) 88 (96,7) 43 (95,6) 1,00
P. amnii 25 (18,4) 13 (14,3) 12 (26,7) 0,10
A. vaginae 91 (66,9) 62 (68,1) 29 (64,4) 0,70
Megasphaera sp. 76 (55,9) 49 (51,7) 29 (64,4) 0,19
Shutleworthia sp. 109 (80,2) 74 (81,3) 35 (77,8) 0,65

Nota: *Prueba exacta de Fisher

Como ultimo andlisis a nivel de taxones individuales, se calcularon las abundancias

relativas de las 10 especies por debajo de los umbrales de deteccidn y prevalencia, con el fin de
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determinar si habia alguna tendencia en la abundancia de estos taxones en los grupos PPE y PT.

La mayoria de las abundancias para ambos grupos en cualquiera de los taxones estuvieron por

debajo del 0,001%. Al evaluar la presencia de las especies, se observé que A. christensenii y D.

micraerophilus estaban en el 44% de las muestras, sin diferencias significativas entre casos y

controles. Los demas taxones estuvieron por debajo del 35% de todas las muestras (Tabla 5).

Tabla 5.

Presencia de especies con baja abundancia en los grupos de PPE (caso) y PT (control).

Total (n=136)

Controles (n=91)

Casos (n=45)

Especie n (%) n (%) n (%) Valor p*
S.agalactiae 19 (13,97) 11 (12,09) 8(17,78) 0,43
Lactobacillus sp. 22 (16,18) 15 (16,48) 7 (15,56) 1,00
DNF00809 sp. 32 (23,53) 21 (23,08) 11 (24,44) 1,00
Fastidiosipila sp. 30 (22,06) 15 (16,48) 15 (33,33) 0,03
A. christensenii 60 (44,12) 39 (42,86) 21 (46,67) 0,71
Dialister sp. 46 (33,82) 28 (30,77) 18 (40) 0,33
HT002 sp. 52 (33,82) 38 (41,76) 14 (31,11) 0,26
L. gallinarum 6(4,41) 5(5,49) 1(2,22) 0,66
D. micraerophilus 60 (44,12) 40 (43,96) 20 (44,44) 1,00
P. buccalis 24 (17,65) 14 (43,96) 10 (22,22) 0,34

Nota: *Prueba exacta de Fisher

Con el fin de identificar si la composicién de la microbiota vaginal se puede alterar

dependiendo de la edad gestacional, se realizdé una subclasificacion del parto pretérmino en las

categorias de prematuro temprano (< de 34 semanas de gestacidn) y prematuro tardio (> de 34,6

semanas de gestacion). Como se puede observar en la figura 3, en el grupo PPE temprano L. iners

tiene una mayor abundancia con una mediana de 66,00 (23,54-98,00) en comparacion con las
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categorias de PPE tardio y PT, mientras que L. crispatus disminuyé su abundancia hasta 0,81
(0,55-10,11). A pesar de los cambios observados en estas dos especies cuando se analiza el PPE
en temprano y tardio o cuando se analiza como un grupo completo, no se pudo evidenciar que
las diferencias fueran significativas (L. crispatus p= 0,5y L iners p= 0,07).

Figura 3.

Abundancias relativas de L. crispatus y L. iners en los grupos PPE temprano (< 34 semanas), PPE

tardio (> 34 semanas) y PT (> 37 semanas).
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El comportamiento de la abundancia de L. iners en el grupo PPE tardio fue similar al del
grupo PT, con una mediada de abundancia relativa de 2,63 (0,52-50,85) y 3,45 (0,63-85,10),
respectivamente. Las demas especies que componen la microbiota vaginal presentaron un
comportamiento similar en el porcentaje de la mediana de las abundancias relativas entre los 3
grupos analizados y no se observaron diferencias estadisticas (Tabla 6).

Tabla 6.

Abundancias relativas de las especies representativas de la microbiota vaginal por grupos PPE

temprano (<34 semanas), PPE tardio (>34 semanas) y PT (>37 semanas).

Casos PPE temprano  Casos PPE tardio Controles PT (n=91)
. Valor
Especie (n=9) (n=36) *
Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) Mediana (RIQ) P

L. crispatus 0,81(0,55-10,11) 47,42 (0,32-92,42) 13,44 (0,26-91,00) 0,54
L. iners 66,00 (23,54-98,00) 2,64 (0,52-50,85) 3,45 (0,63-85,10) 0,07
L. jenseni 0,019 (0,011-0,04) 0,059 (0,009-0,12) 0,027 (0,002-0,081) 0,21
L. gasseri 0 (0-0,003) 0 (0-0,012) 0 (0-0,03) 0,38
L. helveticus 0 (0-0,04) 0 (0-0,01) 0 (0-0,01) 0,74
G. vaginalis 0,03 (0,01-0,06) 0,05 (0,03-0,08) 0,04 (0,02-0,08) 0,53
P. amnii 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 0,18
A. vaginae 0 (0-0,18) 0,01 (0-0,02) 0,01 (0-0,02) 0,99
Megasphaera sp. 0,01 (0,01-0,05) 0,02 (0-0,04) 0 (0-0,02) 0,16
Shutleworthia sp. 0,01 (0-0,05) 0,02 (0,01-0,04) 0,02 (0,01-0,04) 0,75

Nota: *Prueba Kruskal Wallis

Como andlisis complementario, para observar el comportamiento de otras variables
como la indicacion clinica del PPE (RPM vy actividad uterina) y el ICC, se hizo una comparacion del
promedio de las abundancias relativas de cada especie, para observar las tendencias de las

abundancias relativas en cada uno de ellos (Figura 4).
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En el caso de la indicacidn clinica, se puede resaltar que las pacientes con un PPE por RPM
tienen la microbiota vaginal dominada en un 62,4% por especies de Lactobacillus, mientras que
los casos de PPE por actividad uterina tiene un 80% de Lactobacillus en su microbiota. También
es importante resaltar que L. iners tuvo el mayor porcentaje de abundancia en el grupo de RPM
(32% vs 28%), mientras que L. crispatus tuvo un mayor porcentaje en el grupo de actividad
uterina (43% vs 27%). Finalmente, se destaca que microorganismos de tipo anaerobio como

Megasphaera sp. y Shuttleworthia sp. mostraron mayores porcentajes promedio de la

abundancia en el grupo de RPM (6,5% y 17,8%).

Figura 4.

Abundancia relativa de especies de la microbiota vaginal clasificada por variables.
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Nota: A) Clasificaciéon del PPE segun su indicacion clinica por ruptura prematura de membranas
o actividad uterina. B), Clasificacién del PPE y PT teniendo en cuenta el ICC (indice de consistencia
cervical).

Con respecto al ICC, la variable se evalud en las categorias de menor de 0,74 y mayor de
0,74 tanto para los casos como los controles. Este analisis se basé en estudios previos realizados
en los proyectos macro de la Universidad Industrial de Santander (cédigo 2542 y 2841), donde se
demostrd que un valor inferior a 0,74 se asociaba a los casos de PPE, principalmente aquellos con
menos de 34 semanas (Becerra-Mojica., et al., 2024). En la microbiota se evidencidé que el grupo
de PPE con un ICC <0,74 presentd mayor abundancia relativa de L. iners (58,9%), en comparacion
con los demads grupos, y que L. crispatus se encuentra en menor proporciéon respecto a los demas
grupos. Las medianas de las abundancias relativas de las especies en las variables indicacion

clinica e ICC no mostraron diferencias significativas con el test U de Mann-Whitney.

6.2.2 Diversidades alfa y beta

El test de normalidad para los diferentes indices de diversidad alfa calculados, mostré que
los datos no tenian un comportamiento normal. La mediana en los diferentes indices de
diversidad fue mayor en el grupo de PPE (Figura 5), sin embargo, La prueba U de Mann-Whitney

no tuvo diferencias significativas entre los dos grupos de andlisis.
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Figura 5.

Indices de diversidad alfa para el grupo de PPE y PT
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Nota: A) indice de Shannon. B) indice de Simpson. C) indice de Chaol.

La diversidad beta de la microbiota vaginal se evalud calculando el indice de Bray Curtis,
gue mide la disimilitud entre los microorganismos presentes en el tracto vaginal entre dos grupos
diferentes. Como se puede observar en la Figura 6, ninguno de los dos grupos muestra una
tendencia de distribucidn de separacidn y el test estadistico no mostro diferencias significativas
al hacer la comparacién. (PERMANOVA p= 0.6091).

Figura 6.

Diversidad beta por indice de disimilitud de Bray Curtis representada en un andlisis de

coordenadas principales (PcoA).
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6.3
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Tipos de estado comunitario (CSTs) de la microbiota vaginal.

La agrupacion jerarquica de los perfiles de microbiota vaginal dio como resultado la

construccion de 5 tipos de estado comunitario, 4 de ellos con una dominancia de especies de

Lactobacillus, con el CST | conformado por L. crispatus, CST Il por L. gasseri, CST lll por L. iners'y,

finalmente, el CST V por L. jensenii. Las especies anaerobias, G. vaginalis y A. vaginae se

agruparon en el CST IV. La Figura 7 representa el porcentaje promedio de cada uno de los CSTs

encontrados en los grupos PPE temprano, PPE tardio y PT. Como se puede observar, el CST | se

encuentra en bajo proporcion en el grupo del PPE antes de la 34 semanas de gestacion (11,1%),

mientras que para las categorias de PPE con mds de 34 semanas y PT este grupo muestra la mayor

proporcion de esta especie (36,1% y 46.2% respectivamente). EI CST lll es el grupo predominante

en los PPE temprano (77,2%) comparado con el PPE tardio y el PT. El porcentaje del CST Iy CST
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IV mostrd la misma proporcion en la categoria PPE(11,1%). (Figura 7).

La comparacion de los diferentes estados comunitarios entre los grupos caso y control no
mostraron diferencias significativas (prueba exacta de Fisher p = 0,56). Al hacer una agrupacién
de los PPE tardios con los PT y comparar con el grupo PPE temprano se observa una p= 0,08, lo
gue sugiere que el tamaiio de muestra puede ser aumentado para lograr obtener una diferencia
entre los grupos.

Figura 7.

Perfiles de microbiota vaginal de mujeres que tuvieron PPE y PT representados en CSTs.
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6.4 Comparacion de la de la abundancia, las diversidades y los CSTs entre las mujeres con y

sin parto prematuro espontaneo

Inicialmente se realizd una comparacién del porcentaje de abundancia relativa entre los

45 casos de PPE y 91 controles de PP haciendo uso del test no paramétrico U de Mann-Whitney.
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Ninguno de los 10 taxones identificados a nivel de especies mostré diferencias significativas
(Tabla 3). Solo las especies P. amnii y Megashaera sp. tuvieron un valor de p cercano a 0,05 (0,08
y 0,07, respectivamente).

Se tuvieron en cuenta los mismos taxones en la comparacién de los grupos PPE temprano,
PPE tardio y PT. La prueba U de Mann-Whitney aplicada mostré que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre la abundancia relativa de los tres grupos de mujeres
analizados. Sin embargo, en el grupo de PP con menos de 34 semanas, se vio un marcado
aumento de la abundancia de L. iners con una p de 0,07, que podria mejorarse aumentando el
nimero de muestras para el analisis.

Se determind la presencia y ausencia, tanto de las especies mds abundantes como las
menos abundantes en los grupos caso y control y se encontré que la especie Fastidiosipila sp.
tuvo diferencia significativa (p = 0,0302), indicando mayor presencia de esta especie en los casos
de PPE en comparacién con el grupo de PT. Sin embargo, es importante destacar que la
abundancia relativa de estos microorganismos en la microbiota vaginal corresponden a menos

del 0,01% de |la abundancia total.

En los indices usados para determinar la diversidad alfa y beta y los estados comunitarios
identificados tampoco se evidencio alguna diferencia estadistica al comparar los grupos PT y PPE,
teniendo en cuenta la subclasificacién en PPE temprano y tardio.

Con el fin de determinar si existia asociacién de las variables clinicas analizadas y la
abundancia relativa de las especies que se mostraron en mayor proporciéon en la microbiota

vaginal con el PPE, se realizé una regresion logistica condicional, entre cada una de estas variables
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y el desenlace del PPE. Como variable clinica, solo el antecedente de PP mostro significancia,

indicando que hay un mayor riesgo de desarrollar PP cuando la variable esta presente (Tabla 7).

Tabla 7.

Asociacion de las variables clinicas de las participantes incluidas con el PPE.

Variables clinicas OR IC95% p*

Edad gestacional semanas 1,37 0,84-2,21 0,21
Patologias durante el embarazo 1,43 0,51-4,00 0,48
Diabetes gestacional 1,44 0,34-6,11 0,62
Preeclampsia 1 0,18-5,45 1,00
Hipotiroidismo 2 0,28-14,2 0,49
ICC<0,74 1,82 0,72-4,61 0,20
Tabaquismo previo 1 0,30-3,32 1,00
Antecedente PP

No ref

Si 4,17 1,27-13,65 0,018
Primer embarazo 0,42 0,04-4,61 0,48

Respecto a la microbiota vaginal, se buscé asociacién usando la abundancia relativa y sus

respectivos quintiles y la presencia/ausencia de las especies bacterianas. No se evidencio ninguna

asociacién de riesgo entre la abundancia relativa con el PPE (Tabla 8) y en el andlisis por quintiles,

solo se observd asociacion con Megasphaera sp. con el quintil 4 (p= 0,03) y una tendencia de

asociacion con el quintil 5 (p= 0,09).

Tabla 8.

Asociacion entre la abundancia relativa de las especies que conforman la microbiota vaginal con

el PPE
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Abundancia relativa de

. OR IC 95% p*
especies

L. crispatus 0,99 0,99-1,01 0,93
L iners 0,99 0,99-1,01 0,83
L. jensenii 1,55 0,46-5,22 0,48
L. helvetivus 0,77 0,37-1,62 0,50
L. gasseri 6,62 0,33-131,1 0,21
G. vaginalis 0,78 0,31-2,00 0,61
Shuttleworthia sp 0,30 0,008-11.23 0,51
A. vaginae 0,96 0,50-1,84 0,90
Megasphaera sp 1,84 0,27-12,72 0,54
P. amnii 0,89 0,03-23,87 0,94

Teniendo en cuenta el antecedente de PP y la abundancia relativa de Megasphaera sp. 2
0,014, se realizdé una regresion logistica condicional entre estas variables asociadas y el PPE. Se
encontré que, independientemente de la presencia de Megasphaera sp. 2 0,014, el antecedente
de PP fue una variable asociada al PPE.

De igual forma, Megasphaera sp. > 0,014 mostro una asociacién significativa, indicando
un mayor riesgo del PP cuando esta presente (Tabla 9).

Tabla 9.

Asociacion entre la presencia de las especies que conforman la microbiota vaginal con el PPE.

Variable ORa IC95% p*
Antecedente de PP
No ref
Si 4,14 1,19-14,29 0,025
Primer embarazo 0,44 0,41-4,82 0,50

Megasphaera sp. 20,014 2,98 1,32-6,74 0,009
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6.5 Comparacion de resultados obtenidos con dos tecnologias de NGS diferentes.

Como analisis complementario, se realizd la secuenciacidon de 12 casos y 8 controles
haciendo uso de la tecnologia de tercera generacion de Oxford Nanopore. El diseifio experimental
permitio realizar la secuenciacion de las regiones V1 a V9 del gen 16S rARN, y el calculo de las
abundancias relativas de las especies que se lograron inferir a partir del procesamiento de los

datos.

Figura 8.

Abundancias relativas entre la tecnologia de Oxford Nanopore e lllumina.
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Las muestras analizadas por las dos tecnologias corresponden a los mismos casos y controles. Se

incluyeron solo aquellos taxones que tuvieron una abundancia mayor al 1% (Figura 8).
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Cinco de las especies mas abundantes se identificaron en las dos tecnologias. Oxford
Nanopore permitié identificar hasta nivel de especie a M lornae. En ambas tecnologias, el taxén
predominante en la composicién de la microbiota vaginal fue L. crispatus, con una abundancia
relativa superior al 70% en Illumina y 65% con Oxford Nanopore, teniendo en cuenta el total de
las muestras analizadas. Adicionalmente, en ambas tecnologias se obtuvo una mayor proporcién

en la abundancia de L. iners en el grupo de PPE (Figura 8).

Figura 9.

Similitud de las abundancias relativas entre la tecnologia de Oxford Nanopore e Illumina.
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Al hacer la comparacién de las abundancias relativas calculadas en cada muestra entre
las tecnologias, se observd una alta correlacién con las diferentes especies de Lactobacillus

(Figura 9) y una correlacién media con Megasphaera. Por el contrario, al analizar la abundancia
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relativa de G. vaginalis en las dos tecnologias, se obtuvo un indice de correlacién bajo (ICC=0,17),

indicando que hay diferencias en la identificacion de esta especie.

7 Discusion

Este estudio evalud la composicidn de la microbiota vaginal de muestras cervicovaginales,
en 136 gestantes que se encontraban en el primer trimestre de embarazo de la ciudad de
Bucaramanga y su area metropolitana, haciendo uso de secuenciacién de segunda y tercera
generacién. Del total de las participantes, 45 tuvieron PPE y las 91 restantes PT. En el analisis se
compararon la abundancia de taxones individuales identificados, los indices de diversidades alfa

y beta y, los CSTs caracteristicos.

Los datos se obtuvieron a partir de la secuenciacidn de la region V3-V4 del gen 16S rARN,
ampliamente usado para la clasificacidon bacteriana (Bars-Cortina et al., 2023). No, obstante, la
mayoria de los estudios relacionados con microbiota vaginal y PP que se han realizado desde el
2014, hicieron la clasificaciéon taxondmica de la microbiota vaginal usando la informacién
obtenida de las regiones V1-V2 y V1-V3 del gen 16S rARN (Romero et al., 2014; Sun et al., 2022).
Se ha demostrado que la seleccidn de la regidn variable puede afectar la capacidad de identificar
especies bacterianas especificas (Pascoal et al., 2024) y evidencian que el uso de la region V3-V4
ofrece ventajas significativas para el estudio de comunidades microbianas, ya que proporciona
unas mejor resolucién para identificar la diversidad y precisidn en la identificacién de bacterias
(Fadeev et al., 2021). Sin embargo, es importante tener en cuenta que la informacidn obtenida
corresponde a un fragmento del gen completo y para mejorar la resolucién taxondmica de niveles

taxondmicos mas especificos se podria tener en cuenta la amplificacién de varias regiones o el
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gen completo (Fuks et al., 2018). Las investigaciones de microbiota vaginal y PP, de los ultimos 2

afios, han secuenciado la regién V3-V4 del gen (Park et al., 2022; Schuster et al., 2024).

Otra de las diferencias entre los estudios realizados previamente es la clasificacion de las
secuencias obtenidas en OTUs, que realiza su agrupamiento basado en un umbral de similitud
entre las secuencias obtenidas y tiene como desventaja el agrupamiento erréneo de las
diferencias en las secuencias y el no identificar adecuadamente variaciones dentro de una misma
especie. Por tal razén, se han empezado a implementar como nuevo método la clasificacién de
secuencias por ASVs, que tienen la capacidad de representar diferencias exactas, mejorando la
resolucidn taxondmica vy la exactitud de las variantes presentes en una muestra (B. J. Callahan,

McMurdie, et al., 2017).

La asignacion taxondmica de los ASVs identificados se realiz6 usando la base de datos
Silva 138.1, que reune una coleccion de secuencias de ARN ribosomal de organismos procariotas
y eucariotas actualizada, y que es usada principalmente para andlisis taxondmicos de datos
obtenidos por secuenciacion del gen 16S rARN (6.10). Debido a que esta version de la base de
datos no incluye L. crispatus, todas las secuencias de Lactobacillus sin asignacidn de especie se
alinearon con la funcion Nucleotide BLAST (BLASTn) en el sitio web del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica NCBI y adicionalmente se confirmd la asignacién taxonémica de las
especies que se mostraron como representativas en la microbiota vaginal (Schuster et al., 2024).
Como ultimo filtro de calidad se analizaron Unicamente aquellas muestras que hayan obtenido

una profundidad de secuenciacion superior a 10,000 lecturas, segun lo sugerido por la literatura
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para garantizar que se capture la diversidad microbiana de manera efectiva (Bars-Cortina et al.,

2023).

En los resultados obtenidos, se encontré que la microbiota vaginal estaba conformada
principalmente por especies del género Lactobacillus, tanto para el grupo de PPE como PT. De
igual forma, en ambos grupos el segundo género mas abundante fue Gardnerella, representando
un 7.7% de la abundancia relativa. En este estudio, se identificod el género Shuttleworthia y se
posiciond como el tercero mds abundante en la microbiota vaginal (4,6%). Los demas géneros
identificados corresponden a taxones con bacterias de tipo anaerobio que se han asociado
fuertemente con VB como Atopobium, Megasphaera y Prevotella, que por debajo del 3% de la
abundancia relativa general. Durante el embarazo, la vaginosis bacteriana se asocia con
resultados adversos como enfermedad inflamatoria pélvica, aborto espontaneo el PP
(Redelinghuys et al., 2020). Adicionalmente, cuando hay una disminucién de especies de
Lactobacillus en la microbiota vaginal se favorece la colonizacidn de estos patdgenos en el

epitelio del tracto vaginal (Redelinghuys et al., 2020).

En el caso de Megasphaera sp., los estudios que identifican este microorganismo lo
reportan hasta nivel de generé o por la agrupacién de las secuencias obtenidas por OTUs (B. J.
Callahan, DiGiulio, et al., 2017; J. M. Fettweis et al., 2019) y los resultados no son uniformes
respecto a su aumento en los casos de PP (B. J. Callahan, DiGiulio, et al., 2017; Nelson et al.,
2014), sin embargo, también se ha estudiado su actividad transcriptdmica, mostrando ser mas

alta en comparacion con sus niveles de abundancia relativa, y adicionalmente, con una asociacion
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positiva con citoquinas proinflamatorias, indicando que este microorganismo esta altamente

activo en la microbiota vaginal (J. M. Fettweis et al., 2019).

El andlisis de taxones hasta nivel de especie se hizo basado en los datos obtenidos de la
asignacién taxonémica de DADA2 y confirmando con el programa BLASTn. Tanto para el grupo
de PPE como el de PT, L. crispatus y L. iners tuvieron un porcentaje de abundancia relativa en
conjunto del 74% y 83.9% respectivamente, siendo los dos microorganismos dominantes en la
composicién de la microbiota. Estudios previos también han encontrado a las especies L.
crispatus y L. iners predominando la microbiota vaginal de forma similar a nuestros resultados
(Hyman et al., 2014; Stout et al., 2017). En nuestro caso, al hacer el andlisis a nivel de taxdn por
grupos, se observé que habia una mayor abundancia relativa de L. iners en el grupo control
mientras que L. crispatus fue mayor en los casos: sin embargo, las pruebas estadisticas aplicadas

no mostraron diferencias significativas al hacer la comparacion.

Los estudios realizados hasta la fecha sobre la composicién de la microbiota vaginal y el
embarazo, han obtenido resultados diversos y los cambios encontrados en muchas
investigaciones no son constantes (R. Romero et al.,, 2022). Gran parte de la informacion
reportada no ha encontrado diferencias significativas en las variables cominmente estudiadas
como la abundancia relativa de taxones, diversidades alfa, beta, y CSTs (Nelson et al., 2016;
Romero et al., 2014). Las dificultades en la unificacion de los resultados estan asociadas
principalmente con las diferencias de las variables de las pacientes incluidas en los estudios,
como el tamafio de muestra, la edad gestacional de la toma de muestra, la etnia, y definicién del

PP (R. Romero et al., 2022). Adicionalmente, las herramientas bioinformaticas con las que se



EVALUACION DE LA MICROBIOTA VAGINAL EN EL EMBARAZO 64

desarrollaron los diferentes estudios pueden contribuir a la diversidad de la informacién (R.

Romero et al., 2022).

Al realizar una subclasificacion del PPE se logra obtener una mejor discriminacién de los
taxones dominantes y como resultado se observa que L. iners es la principal especie entre el
género Lactobacillus, con una mediada de 66,00 (23,54 - 98,00) y a pesar de no mostrar
diferencias significativas tuvo p valor de 0,07. Las principales razones que explican este
comportamiento pueden estar asociadas con la alta variabilidad de los datos de la abundancia
relativa y un tamafio de muestra insuficiente en el grupo de PPE menor a 34 semanas. L. crispatus
se observd en una menor abundancia relativa (mediana de abundancia relativa de 0,81 (0,55-
10,11)), comparada con los otros dos grupos, pero sin mostrar diferencias estadisticamente

significativas (p=0,54).

En los ultimos afos se ha confirmado que la abundancia de especies de Lactobacillus
difiere en los casos de PPy PT, principalmente con una deplecién en la abundancia de L. crispatus
en casos de PP y una predominancia casi total de esta especie en el PT (Gudnadottir et al., 2022).
Adicionalmente, se ha destacado la importancia de evaluar el PP segun la edad gestacional y
hacer una clasificacion en PPE temprano y tardio (Huang et al., 2023). La revisidn sistematica y
meta-analisis realizada por U. Gudnadottir et al. en la que calcularon intervalos de confianza y
OR para determinar si la informacién de la microbiota vaginal de 17 estudios longitudinales
publicados entre el 2014 y el 2021 tenia asociacién con un mayor riesgo de PP. Se encontré que
la categoria denominada “Lactobacilus bajos” estaba en mayor proporcion en los PP y que el

riesgo de PP es hasta 1.79 mas alto en las pacientes con una baja abundancia de Lactobacillus en
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su microbiota vaginal en comparacion con una alta abundancia de L. crispatus (Gudnadottir et

al., 2022).

La informacién de la asociacién entre la abundancia de L. iners como predominante en la
microbiota vaginal de mujeres que tuvieron un PPE es mas diversa y no ha permitido llegar a una
conclusion clara sobre su papel en el parto prematuro. En 2017, L. Kindinger et al. realizé una de
los primeros estudios subclasificado el PP en donde evalud la composicidon de la microbiota
vaginal en semana 16 del embarazo en un grupo de 34 mujeres con PPE y 127 mujeres con PT.
Los resultados mostraron diferencias importantes en las comunidades microbianas vaginales
especificamente en la mujeres que dieron a luz con menos de 34 semanas de gestacion, las cuales
tenia una microbiota dominada por L. iners (67%), mientras que L. crispatus se asocid
principalmente al grupo de PT (46%) (Kindinger et al., 2017). De manera similar, un estudio del
2019 realizado por J. Fettweis y colaboradores, que incluyé 45 casos de PPE menores a 32
semanas y 90 casos de PT mayores a 39 semanas de gestacidon, encontré que L. crispatus era
predominante en la microbiota vaginal de las mujeres con PT (p= 0.014), mientras que L. iners
presentd una baja abundancia. En dicho estudio, no se encontrd una asociacion directa con las
mujeres del grupo de PP; sin embargo, se evidencié que L. iners tuvo una correlacidn positiva con
niveles elevados de IP-10/CXCL10, quimioquina cuya funcién es inducir la quimiotaxis de las
células inmunes y promover la apoptosis, el crecimiento celular, la angiostasis y generalmente se

considera proinflamatoria (J. M. Fettweis et al., 2019).
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L. iners aparentemente proporciona un entorno mucoso vaginal permisible para la
colonizacién por patégenos asociados a VB, permitiendo la coexistencia con estos patdgenos,

ademas de inducir la secrecion de citocinas proinflamatorias (Kindinger et al., 2017).

Ademas de las especies de Lactobacillus, otros taxones de interés clinico se han estudiado
para intentar asociarlos a un mayor riesgo de PP como es el caso de las bacterias implicadas en
la VB, sin embargo, no todos los estudios han logrado demostrar una asociacién con estos
taxones (Stout et al.,, 2017) y aquellos que han encontrado mayor abundancia, no han
identificado las mismas especies bacterianas. Shi y colaboradores en 2020 identificaron a
Ureaplasma en abundancias significativamente mayores en el grupo de PP (Shi et al., 2020),
mientras que M. Elovitz y colaboradores en 2019 identificaron siete taxones bacterianos con
diferencias estadisticas entre el grupo de mujeres con parto menor a 37 semanas entre los que
se incluyen M. curtsii/mulieris, S. sanguinegens, Atopobium y Megasphaera (Elovitz et al., 2019).
Una de las principales especies analizadas en la asociacidn de mayor riesgo de PPE ha sido G.
vaginalis por ser la principal causante de VB; sin embargo, los resultados tampoco muestran
uniformidad y muchos no han encontrado evidencia clara de su contribucién con el PP (Huang et
al., 2023). En los resultados obtenidos en este estudio, los taxones asociados a VB identificados
fueron G. vaginalis, P. amnii, A. vaginae y Megasphaera sp., sin observar diferencias
significativas, pero con una p cercana a 0,05 en los taxones P. amnii y Megasphaera sp (p= 0,08
y p= 0,07 respectivamente).

Para la clasificacion de la microbiota vaginal en CSTs se usé el programa VALENCIA, un
clasificador que utiliza secuencias del gen 16S rARN segun las especies bacterianas dominantes y

se ha implementado en los ultimos estudios de microbiota vaginal y PP (19,77, 4.36). Se
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identificaron los 5 CSTs caracteristicos, con el CST | conformado por L. crispatus, CST Il por L.
gasseri, CST lll por L. iners, CST V por L. jensenii y el CST IV conformado por G. vaginalis, P. amnii
y A. vaginae. A pesar que los casos de PPE temprano estaban dominados en gran proporcién por
el CST I, no se observaron diferencias estadisticamente significativas con los grupos PPE tardio
y PT (prueba exacta de Fisher: p= 0,56). El CST IV se mostré con un porcentaje similiar en los 3
grupos, indicando que la microbiota vaginal de mujeres en primer trimestre de embarazo no
tiene diferencias en su composicidn con respecto a microorganismos anaerobios asociados a VB.

Con respecto a la diversidad de la microbiota vaginal de los casos y controles de nuestro
estudio, no se encontrd ninguna diferencia significativa, tanto para los indices de diversidad alfa
como el indice de diversidad beta, lo que significa que la composicién de la microbiota vaginal en
mujeres con PPE y PT tiene una estructura similar en el primer trimestre de embarazo,
equivalente a lo observado en otros estudios (DiGiulio et al., 2015; Nelson et al., 2016; Stout et
al., 2017). Aquellos estudios que identificaron diferencias significativas han evaluado Ia
diversidad en una edad gestacional del embarazo diferente o tienen una dominancia de mujeres

de etnia afroamericana en sus estudios.

8 Conclusiones
La microbiota vaginal en mujeres gestantes en semana 11 a 13 de embarazo de la ciudad
de Bucaramanga y el drea metropolitana tiene una dominancia de especies del género
Lactobacillus, principalmente L. crispatus, tanto en el grupo de PPE (casos) como en el grupo de

PT (control).
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No existen diferencias significativas en la composicion de la microbiota vaginal al evaluar
las abundancias relativas las especies mas representativas, las diversidades alfa y beta y los CSTs

entre los grupos PPE y PT.

La subclasificacién del PPE segun su edad gestacional muestra una tendencia diferencial
en la composicion de la microbiota vaginal en las pacientes con PPE temprano, con una
abundancia relativa de L. iners mayor en comparacién con los grupos PPE tardio y PT, pero sin

diferencias estadisticamente significativas en la cohorte analizada.

Hay una asociacion significativa entre el antecedente de PP y la abundancia relativa de

Megasphaera sp. y el PPE.
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