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Determinaciéon molecular de microorganismos asociados a Corioamnionitis
histolégica en un hospital de tercer nivel en México.

Ortegdn Lopez Alonso de Jesus*, Valdespino Vazquez Maria Yolotzin**, Camarena Cabrera Dulce Maria***, Helguera
Repetto Addy Cecilia****.

Unidad de Medicina Materno Fetal del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”, Ciudad
de México.

*Médico residente de Medicina Materno Fetal, Instituto Nacional de Perinatologia

**Médico adscrito al Departamento de Anatomia Patoldgica, Instituto Nacional de Perinatologia.

***Médico adscrito a la unidad de Medicina Materno Fetal, Instituto Nacional de Perinatologia.

****Doctora adscrita al Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Instituto Nacional de Perinatologia.

RESUMEN

Objetivo: Describir los microorganismos detectados mediante técnicas moleculares en placentas de pacientes con
diagnéstico histopatolégico de Corioamnionitis. Antecedentes: La Corioamnionitis histopatologica (CAH) se define como
infiltracion de neutrdfilos hacia el disco placentario y las membranas corioamnidticas, pudiendo encontrarse en el escenario
de inflamacién con o sin datos de infeccion intraamniética. Actualmente, la evidencia de infeccion o inflamacién placentaria
demostrada de forma histopatologica o evidencia en liquido amniético, es considerada como estandar de oro para
establecer el diagndstico confirmatorio. Material y Métodos: Se realizé un estudio retrolectivo, prospectivo, con disefio
de serie de casos en pacientes que acudieron al Instituto Nacional de Perinatologia. La placenta fue analizada mediante
histopatologia y reaccién en cadena de polimerasa (PCR) en busqueda de inflamacion e infeccién placentaria.
Resultados: se obtuvieron un total de 197 pacientes con diagndstico de CAH. La presencia de sospecha clinica de
infeccién intraamnidtica asociada a CAH se report6 en el 33% y deteccion de ADN de microorganismos con técnica de
PCR en 181 pacientes, con una relacion entre los resultados histopatolégicos y microbiolégicos placentarios del 69.61%.
La Candida albicans y Escherichia coli son los agentes infecciosos mas frecuentemente aislados en nuestro medio.
Conclusién: En nuestro estudio pudimos encontrar una semejanza importante entre los resultados histopatolégicos y
moleculares, mientras que, la inflamacion histologica placentaria, no garantiza la asociacion con un proceso infeccioso
Palabras clave: Corioamnionitis histopatolégica (CAH), infeccion intra amnidtica (IIA), reaccion en cadena de polimerasa
(PCR).

Molecular determination of microorganisms associated with histological
chorioamnionitis in a tertiary hospital in Mexico.

ABSTRACT

Objective: To describe the microorganisms detected by molecular techniques in placentas of patients with histopathological
diagnosis of Chorioamnionitis. Background: Histopathological chorioamnionitis (CAH) is defined as infiltration of
neutrophils into the placental disc and chorioamniotic membranes, and can be found in the inflammation scenario with or
without intra-amniotic infection data. Currently, evidence of infection or placental inflammation demonstrated by
histopathology or evidence in amniotic fluid, is considered a gold standard to establish a confirmatory diagnosis. Material
and Methods: A retrolective, prospective study was carried out with case series design in patients who attended the
National Institute of Perinatology. The placenta was analyzed by histopathology and polymerase chain reaction (PCR) in
search of inflammation and placental infection. Results: a total of 197 patients diagnosed with CAH were obtained. The
presence of clinical suspicion of intraamniotic infection associated with CAH was reported in 33% and DNA detection of
microorganisms with PCR technique in 181 patients, with a relation between histopathological and placental microbiological
results of 69.61%. Candida albicans and Escherichia coli are the infectious agents most frequently isolated in our
environment. Conclusion: In our study we were able to find an important similarity between the histopathological and
molecular results, whereas placental histological inflammation does not guarantee the association with an infectious
process

Key words: Histopathological chorioamnionitis (CAH), intra amniotic infection (lIA), polymerase chain reaction (PCR).
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INTRODUCCION

La Corioamnionitis histopatoldgica (CAH) se define como la infiltracion de neutrdéfilos hacia el disco placentario
y las membranas corioamniéticas. Esta entidad se encuentra frecuentemente ligada un proceso infeccioso
intra amniético, sin embargo, puede observarse también en el escenario de inflamacién intra amnidtica sin
datos de infeccion.' La via de transmision de la CAH puede ser por via ascendente del tracto genital, via
hematbgena, posterior a procedimientos invasivos como amniocentesis o a través de las trompas de Falopio
por la cavidad peritoneal."?

Actualmente, la evidencia de microorganismos o de un proceso inflamatorio en placenta o liquido amniético
mediante histopatologia o técnicas moleculares, se considera el estdndar de oro para el diagndstico de
infeccion e inflamacion intra amnidtica.® Los microorganismos identificados con mayor frecuencia en las
membranas fetales y liquido amniético de las pacientes con diagnéstico de CAH son: Ureaplasma urealyticum
(15-62%), Mycoplasma hominis (7-35%), Gardnerella vaginalis (8-25%), estreptococo del grupo B (8-11%),
Bacteroides spp (8-30%) y Escherichia coli (7-12%). Otros microorganismos como Listeria monocytogenes
ha sido identificados en algunos casos.* °

La CAH ha sido establecida como un factor de riesgo para morbilidad y mortalidad perinatal, pudiendo
asociarse con parto pretermino (15 — 40%)%78, ruptura prematura de membranas (13-60%)%%'°, muerte fetal
(40.6%)"" y abortos, asi como un mayor indice de cesareas, paralisis cerebral neonatal, sepsis neonatal, entre
otras.®

Ante este panorama clinico, se realiz6 el presente estudio, con el objetivo de establecer el diagnéstico de
inflamacion y/o infeccion intra amnidtica y describir los microorganismos detectados mediante técnicas
moleculares en placentas de pacientes con diagnostico de CAH, en nuestra poblacion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizd una revision de todos los casos con diagnéstico de CAH con o sin sospecha de infeccion intra
amnidtica clinica, en el Instituto Nacional de Perinatologia, en el periodo comprendido entre 01 de enero 2017
al 31 de diciembre del 2017. Se excluyeron a aquellas pacientes con aborto espontaneo antes de las 12
semanas de gestacion y a aquellas que presentaron muerte fetal antes de las 14 semanas de gestacion.

Se defini6 como CAH la presencia de lesiones inflamatorias agudas placentarias, caracterizadas por la
infiltracion de neutrofilos en el disco placentario, membranas corioamnidticas o cordon umbilical’,
clasificandose de acuerdo a Redline et al'?, por su severidad y progresion anatéomica. La infeccion intra
amnidtica clinica fue definida de acuerdo a los criterios establecidos por Gibbs et al.’®

En cada caso, la placenta fue recolectada Posterior al alumbramiento y almacenada en solucion de cloruro de
sodio al 0.9%, hasta su evaluacién en el laboratorio de anatomia patoldgica en las 24 horas siguientes a su
obtencion. Se realizé examinacién macroscopica y posteriormente fijacion durante 24 horas con solucion
formol, para ser procesada de acuerdo a procedimientos estandarizados de forma internacional. Posterior al
analisis histopatologico, el tejido placentario contenido en bloques de parafina fue enviado al departamento de
bioquimica y biologia molecular para su analisis mediante reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés), en busqueda de ADN de microorganismos, mediante la secuenciacion de genes que codifican
para el ARN ribosomal 16S (16S rRNA), subunidad menor de los ribosomas procariotas que estan unidos a la
secuencia de Shine-Dalgarno, y asi mismo, se identificaron especies bacterianas, fungicas y virales asociadas.

Se registraron los datos relativos al diagnostico prenatal y resultados perinatales. Una vez completados los
registros, estos se analizaron empleando el programa estadistico SPSS v23.0. Se realizd estadistica
descriptiva para la identificacion del grupo, para variables cualitativas se utilizaron medidas de frecuencia
expresadas en porcentajes y para las cuantitativas medidas de tendencia central y de dispersién.
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RESULTADOS

Se integro una cohorte de 197 pacientes con diagnoéstico de CAH. La edad materna promedio fue de 26.9 afios

(14 a 46 anos) (Tabla 1).

Caracteristicas de pacientes

Numero de pacientes
(n=197) (%)

2 0 mas gestas

Edad
<19 afios 39 (19.79%)
20 -35afos 133 (7.51%)
> 36 afios 25 (12.69%)
Gestas
Primigestas 82 (41.62%)

115 (58.37%)

Via de nacimiento

- Trastornos del metabolismo
de los carbohidratos
Trastornos hipertensivos

- Obesidad

Hipotiroidismo

- Toxicomanias

- Otras

Vaginal 127 1.62%)

Abdominal 70 (35.53%)
Comorbilidades

Sanas 104 (52.79%)

Portadoras 93 (47.20%)

20 (21.50%)

21 (22.58%)
14 (15.05%)
14 (15.05%
3 (3.22%)

21 (22.58%)

Tabla 1: Caracteristicas de las pacientes incluidas.

La presencia de sospecha clinica de infeccion intraamniética antes de la finalizacién del embarazo asociada a
CAH se reporto en el 33% (65/197) de nuestras pacientes, de estas pacientes, el 40% de los casos (26/65),

se asociaron con RPM. (figura 1)

(197) Placentas
analizadas

(132) Inflamacién

(65) Inflamacién

histolégica

(61) RPM

(86) PPT

Figura 1: Diagrama de flujo de la poblacion estudiada, sin incluir resultados de estudios moleculares. *llA: infeccién intra amniética, *RPM: ruptura

histolégica + IIA
clinica

(26) Ruptura
prematura de
membranas

prematura de membranas, *PPT: parto pretermino. (#) numero de casos.
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Se realizaron estudios moleculares para la deteccion de ADN de microorganismos con técnica de PCR en
91.87% (181/197) de las pacientes incluidas. Donde el 69.61% (126/181) de los estudios resultaron positivos
para la deteccion ADN bacteriano, fungico o viral. De las pacientes con resultados positivos, el 29.36% (37/126)
presento sospecha clinica de IIA, mientras que, de los 55 resultados negativos, el 34.54% (19/55) se asociaron
a la sospecha clinica de llA. (Figura 2.)

PLACENTAS EXAMINADAS
n= 197

I I
1. Inflamacién + PCR 2. Inflamacién + PCR 3. Inflamacién + PCR
negativa positiva positiva + lIA clinica
n=55 n=126 n= 37

*Inflamacidn sin IlA clinica
+ PCR negativa
n= 36

*Inflamacién + PCR
positiva sin llA clinica
n=89

*Inflamacion + IIA clinica +
PCR negativa
n=19

Grupos de estudio:

1. Pacientes con inflamacidn histopatolégica + PCR negativa

2. Pacientes con inflamacidn histopatolégica + PCR positiva.

3. Pacientes con inflamacién histopatoldgica + PCR positiva + sospecha de IlA clinica.
Subgrupos:

* Obtenidos tras el andlisis de los grupos principales estudiados.

Total de PCR realizadas: 181 de 197 pacientes.

Figura 2. Diagrama de flujo de resultados agrupados en 3 categorias principales por motivo de estudio. *CAH: corioamnionitis histopatoldgica,
*llA: infeccion intra amniética, PCR: reaccion en cadena de polimerasa (Siglas en inglés).

Se identificd genero y especie de los microorganismos en 64 de 126 muestras positivas, (tabla 2). En 62
muestras mas, se identifico la presencia de ADN (16S rRNA) bacteriano, interpretdndose como resultado
positivo, aunque no fue posible determinar el microorganismo especifico.

Microorganismo aislado n=64/ (%)
Candida albicans 25/ (39.06)
Escherichia coli 71(10.93)
Staphylococcus epidermidis 71(10.93)
Candida krusei 5/(7.81)
Listeria monocytogenes 4/(6.25)
Staphylococcus aureus 4/(6.25)
Citomegalovirus 3/(4.68)
Otros* 8/(12.5)
16S rRNA 62 de 126

Tabla 2: listado de especies de microorganismos aislados por PCR en tejido placentario. Otros* S. warneri (n=2), S. cloacae (n=1), S. pneumoniae
(n=1), P. aeuruginosa (n=1), A. baumannii (n=1), M. tuberculosis (n=1), E. faecalis (n=1).
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En cuanto a los resultados obstétricos, 5.58% (11/197) presento aborto espontaneo. La RPM se presentd en
el 30.96% (61/197) de los casos, siendo el menor intervalo de tiempo desde el momento de la RPM hasta el
momento del nacimiento de 2 horas y el mayor de 240 horas, con una media de 43 horas. La asociacién con
parto pretermino se observé en el 43.65% (86/197) de los casos, y se presento muerte fetal en el 21.31%
(42/197) de los casos. De estos ultimos, en 6 casos se identifico la probable etiologia especifica, tales como
defectos estructurales fetales, sindromes cromosémicos numeéricos y sindromes génicos. Tabla 3.

Resultados obstétricos Numero de pacientes (%)

Infeccion intra e 65(33%)
amniética clinica

Ruptura prematura e 61(30.96%)
de membranas

Parto pretermino o 86 (43.65%)
Otros:

o Aborto espontaneo o 11 (6.59%)
o Muerte fetal e 42 (21.31%)

Tabla 3: Resultados obstétricos de las pacientes incluidas.

En la fabla 4 se reportan los resultados de microbiologia obtenidos en secreciones vaginales y en orina de las
pacientes, a partir de muestras recolectadas al momento de su ingreso a hospitalizacion del Instituto.

Exudado vaginal Cultivos especiales Urocultivo
n= 160 n= 136 n=159
Gardnerella 15 | Ureaplasma 41 | Escherichia colli 16
vaginalis urealyticum
Candida albicans 12 | Mycoplasma 2 | Streptococcus 7
hominis agalactiae
Streptococcus 5 Candida albicans 1
grupo B
Candida spp
Otros 6
No estudio 37 | No estudio I 61 | No estudio I 38

Tabla 4. Resultados positivos en estudios de microbiologia de secreciones vaginales

DISCUSION

De acuerdo a la presencia o ausencia de signos clinicos y de laboratorio, la Corioamnionitis puede ser
catalogada como clinica y subclinica o histolégica , siendo esta ultima asintomatica y mas frecuente que la
primera.® Asi mismo, la evidencia histologica y microbioldgica de inflamacién o infeccion no estan presentes
en todos los casos,’ y el hallazgo de inflamacion histolégica en la placenta no es por si mismo, garantia de la
presencia de un proceso infeccioso.'*'® Es por esto, que el objetivo de nuestro estudio consistié en establecer
el diagnostico de inflamacion y/o infeccion intra amnidtica en placentas de pacientes con diagnostico de CAH
y describir los microorganismos detectados mediante técnicas moleculares en nuestra poblacion.
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La presencia de CAH mas la asociacion con infeccion intra amnidtica clinica (CA clinica), se encontré en el
33% de nuestras pacientes, hallazgos que concuerdan con reportes mas recientes realizados por el NICHD
(Eunice Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development) con una frecuencia de
asociacion entre el diagnéstico de CAH y el espectro de sospecha de inflamacion e infeccion intra amniética
en un 37.6% con una sensibilidad y especificidad del 71.4% (95% CI 61.4-80.1%) y 40.5% (95% CI 33.6-
47 .8%) respectivamente.® Aunque otros reportes previos oscilan en el 61.9%.'

La examinacion histopatolégica es fundamental para la realizacion del diagnostico de CAH,'® con sensibilidad
y especificidad reportadas del 100% (95% CI 83-100%) y 100% (95% CI 56-100%) respectivamente. Sin
embargo, el rendimiento para la identificacion de pacientes con cultivo positivo en liquido amniético es menor,
con especificidad de 23% (95% CI 11-43%) y valor predictivo positivo de 52% (95% CI 37-66%).'” En relacion
a esto, Pettker et al., reportaron una correlacion del 44-57% entre los cultivos de placenta y los realizados en
liquido amnidtico.'” Por su parte, Garmi et al. en 2016, reporta una concordancia histopatoldgica y por cultivo
bacteriano en placentas de 87 pacientes, del 48.27%. No obstante, en estos ultimos estudios las técnicas
empleadas para la deteccién de microorganismos fueron las convencionales, a diferencia del método
empleado en nuestro estudio;® con el que observamos una coincidencia entre los resultados histopatolégicos
y microbioldgicos placentarios superior, observandose en el 69.61% (126 de 181 casos) de los casos, similar
a la reportada por otros autores como Queiros da Mota et al. en el 2013, quienes reportaron una concordancia
histopatoldgica y bacteriolégica en cerca del 70% en una muestra de 376 placentas'®, y Romero et al. quienes
mediante la técnica molecular para la secuenciacion de genes que codifican para la subunidad 16S de RNA
ribosomal (16S rRNA) para deteccion de ADN bacteriano, reportaron presencia bacteriana en membranas feto
placentarias del 70%."°

Dentro de los microorganismos aislados en nuestras pacientes, encontramos diferencias importantes entre las
especies reportadas en otros estudios*®, en los cuales predominan la asociacion con U. Urealyticum y M.
hominis, no obstante, estos resultados son de muestras tomadas en liquido amnidtico y no en tejido
placentario, como lo es en nuestra poblacion, ademas la diversidad microbiolégica entre las diferentes
poblaciones tiene una influencia relevante. En este estudio observamos un predominio de C. albicans y E.
coli, situacion que concuerda con los resultados obtenidos en cultivos vaginales y de orina de nuestras
pacientes. Cabe mencionar que, debido a la técnica que se empled para el andlisis del tejido placentario, en
bloques de parafina, la pérdida de ADN al realizar este proceso es importante, situaciéon que limité la capacidad
de identificacion de especies especificas de microorganismos, no asi, la posibilidad de deteccion de la
subunidad (16S rRNA).

El 30.96% de nuestra cohorte presento RPM pretermino o de término, situaciéon que concuerda con lo descrito
en la literatura entre el 13 al 60%.%'° En México existe poca informacion relacionada con la asociacion de CAH
y RPM, siendo uno de estos reportes realizado en el Hospital Universitario de Saltillo, Coahuila en 2014,
reportando una relacion en el 6.6% de sus pacientes, sin embargo, el tamafio de la muestra empleada para
este estudio fue minima.?®

Por otra parte, la asociacioén con parto pretermino ha sido una de las complicaciones obstétricas mas comunes
que se ha relacionado en aquellas pacientes con IlIA clinica o CAH, reportandose una incidencia entre el 15 al
40%,”® aunque, esto podria estar subestimado debido a que la deteccién de microorganismos puede ser
limitada por técnicas convencionales de cultivos bacterianos, como se realiza en la mayoria de los estudios
de este tipo,” pudiendo encontrarse otros reportes como el publicado por Arias et al de hasta una relacion del
68.75%.2" En nuestro estudio se encontrd una asociacion con parto pretermino del 43.65%, misma que
concuerda con la incidencia reportada por Bastek et. al. del 42% y con la mayoria de los reportes existentes.”®

Consideramos como principales fortalezas de nuestro estudio, el tamafio de la muestra y el empleo de pruebas

consideras como estandar de oro para el diagnéstico de CAH (estudios histopatoldgicos) y la deteccion de
procesos infecciosos mediante el asilamiento de ADN de microorganismos en los tejidos (PCR).
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La recoleccion retrolectiva de datos, la identificamos como una debilidad del estudio, ya sea por ausencia de
informacion en los expedientes clinicos e incluso por la interpretacion inadecuada de los datos clinicos al
momento de capturarlos en los expedientes clinicos relacionados con la sospecha de IIA. Sin embargo, esto
podria justificar que 19 de 55 casos con resultado negativo en el estudio de PCR, se hayan relacionado con
la sospecha clinica de IIA, o también, es posible ser considerados como falsos positivos debido a la baja
sensibilidad de los criterios clinicos establecidos para el diagnostico de A, del 71.4%.3

Finalmente, la dificultad de la reproducibilidad de este estudio en nuestro pais, nos limita a realizarlos en
Instituciones de salud de tercer nivel, ya que, en México, la disponibilidad institucional de estudios moleculares
para la deteccién de microorganismos aun es limitada. Por lo que, realizar estos estudios en lugares donde es
posible, como en nuestra Institucion, facilita la posibilidad del conocimiento de la situaciéon en la que
actualmente nos encontramos en el pais, respecto a la CAH y su asociacion con procesos infecciosos, incluso,
las especies de microorganismos predominantes en nuestras pacientes.

CONCLUSION

La inflamacion histolégica placentaria, no garantiza la asociacién con un proceso infeccioso, ya que existen
otros factores no infecciosos capaces de desarrollar una respuesta inflamatoria.

En nuestra poblacién hasta 69.61%% de los casos se relaciono con procesos infecciosos, de los cuales la C.
albicans y E. coli son los agentes infecciosos mas frecuentemente aislados en nuestro medio, lo que es
relevante para el abordaje y tratamiento de nuestras pacientes.
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