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Resumen: El proceso de colonizacion temprana esta emergiendo como un determinante clave dadas las
importantes implicaciones de la exposicion prenatal a los microorganismos en la programacion fetal y,
en consecuencia, para el desarrollo de enfermedades y en la salud humana. Existen estudios controver-
tidos sobre la teoria del ttero estéril ya que diferentes estudios indican la presencia de un microbioma
en la cavidad endometrial y en el liquido amniético (LA) de embarazos a término sin complicaciones
mediante técnicas dependientes de cultivo y técnicas moleculares, incluyendo enfoques de secuenciacion
de nueva generacidn, tanto en muestras de placenta, como en LA, cordén umbilical e incluso en tejidos
fetales. Sin embargo, el dogma del titero estéril indica que la presencia de microorganismos en el LA esta
fundamentada en tres pilares, 1) un fendmeno de contaminacion de las pruebas, 2) en la colonizacion
microbiana en el momento del parto o 3) en la dificultad para recoger las muestras y procesarlas en el la-
boratorio preservando la esterilidad. La presente revision pretende analizar los principales estudios exis-
tentes a favor de la esterilidad en los tejidos embrionarios durante el embarazo, y los que apoyan la teoria
de la existencia de microbiota, asi como las metodologias empleadas para la deteccion e identificacién
de microorganismos en muestras humanas con reducido niimero de microorganismos como es el LA.

Abstract: The early colonization process is emerging as a key determinant because of the important
implications of prenatal exposure to microorganisms for fetal programming and, consequently, for the
development of diseases and human health. There are controversial studies on the sterile uterus theory
as different studies indicate the presence of a microbiome in the endometrial cavity and amniotic fluid
(AF) of uncomplicated term pregnancies by culture-dependent and molecular techniques, including
next-generation sequencing approaches, both in placental samples, AF, umbilical cord, and even fetal
tissues. However, the sterile uterus dogma indicates that the presence of microorganisms in the LA is
based on three pillars, 1) a phenomenon of contamination of the evidence, 2) microbial colonization at the
time of delivery or 3) the difficulty to collect the samples and process them in the laboratory preserving
sterility. The present review aims to analyze the main existing studies in favor of sterility in embryonic
tissues during pregnancy, and those that support the theory of the existence of microbiota, as well as the
methodologies used for the detection and identification of microorganisms in human samples with small
numbers of microorganisms such as LA.

Palabras clave: Microbioma fetal, liquido amnidtico, microbiota prenatal, infeccién intraamnidtica.
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1. Introduccion

El desarrollo del feto y de la placenta es un pro-
ceso continuo que comienza en el momento de
la fecundacion y que se encuentra altamente re-
gulado ya que el control del paso de sustancias
entre la madre y el feto es esencial para el cre-
cimiento normal del mismo y para el manteni-
miento de un embarazo saludable [1-3].

La placenta humana es un o6rgano altamente
complejo, con forma redondeada que tiene una
relacion hemocorial, es decir, el tejido fetal pene-
tra el endometrio y esta en contacto con la san-
gre materna [4]. La placenta es un érgano muy
especializado que interviene en la nutricion, re-
gulacion del crecimiento y metabolismo del feto,
asi como en su actividad endocrina [2]. Ademas,
una funcién importante de la placenta es servir
como barrera contra las infecciones ya que juega
un papel esencial en la modulacién de la inmu-
nidad del embarazo, por lo que las disfunciones
placentarias estan relacionadas con complica-
ciones como preeclampsia, restriccion del creci-
miento intrauterino y muerte fetal [5].

El liquido amniotico (LA) es el fluido que rodea
al feto después de las primeras semanas de ges-
tacion y se origina en el ectodermo. El LA se for-
ma inicialmente por las células amnidgenas pro-
cedentes de la cavidad amniotica, unos 12 dias
después de la fecundacion y, aunque aporta una
pequeiia parte de éste, la mayor parte de su pro-
duccién deriva del liquido intersticial materno
por difusion a través de la membrana amnioco-
rionica de la decidua parietal [6]. A medida que
se incrementan las semanas de gestacion, el em-
brién comienza a orinar en la cavidad y a tragar
fluido, siendo a partir de este momento la orina
el principal componente del LA junto con el li-
quido de los pulmones, ya que la cornificacion
de la piel fetal impide la difusion del LA [2, 3].

El LA es una sustancia compleja y dinamica
cuya composicion y volumen cambia durante
la gestacion. Esta principalmente constituido
por agua (99 %), con una osmolaridad menor a
la del plasma materno o fetal y ademas contie-
ne electrolitos, péptidos, carbohidratos, lipidos,
hormonas y proteinas [2, 7]. Entre las funciones
esenciales del LA destacan la proteccion del feto
de un traumatismo en el abdomen materno, la
funcién antibacteriana frente a las infecciones,
asi como proporcionar el espacio y los factores
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de crecimiento para permitir el desarrollo nor-
mal de los pulmones del feto y musculoesquelé-
tico y el sistema gastrointestinal [2, 8].

Existe una gran controversia sobre la esterilidad
uterina durante la gestacion y la presencia de
un microbioma en la cavidad endometrial y en
LA de embarazos a término sin complicaciones
[9]. La teoria de que el feto se desarrolla en un
ambiente estéril ha sido refutada por estudios
recientes, utilizando técnicas dependientes de
cultivo y técnicas moleculares, tanto en placenta
como en LA y cordén umbilical.

Dadas las importantes implicaciones de la ex-
posicion prenatal a los microorganismos para el
desarrollo y la salud humana, en esta revision
se abordan los estudios que cuestionan el micro-
bioma prenatal apostando por un fenémeno de
contaminacion, y por el contrario los hallazgos
que han puesto en duda el dogma del ttero es-
téril mediante sistemas tradicionales de cultivo,
o mediante enfoques de secuenciacion de nueva
generacion en muestras de placenta, LA, meco-
nio e incluso tejidos fetales. Asimismo, se realiza
una revisioén detallada de las metodologias em-
pleadas para la deteccion e identificacion de mi-
croorganismos en muestras humanas.

2. Métodos

La btisqueda se realizd en las bases de datos
PubMed, MEDLINE y SCOPUS. Las palabras
clave utilizadas fueron: “liquido amnidtico”,
“microbioma fetal”, “microbiota prenatal”. Los
criterios de seleccion o filtros utilizados fueron:
review, free full text, 10 years, clinical trial.

3. Resultados y discusion

3.1. Deteccion e identificacion de microorganismos en
muestras humanas

La deteccion e identificacion de los microorga-
nismos en muestras humanas de manera ruti-
naria en el laboratorio de microbiologia emplea
técnicas fenotipicas que estan muy consolidadas.
Sin embargo, para soslayar ciertas limitaciones
de estas técnicas se suelen usar en algunos casos
métodos moleculares, si bien su implementacién
no es universal en todos los laboratorios por el
mayor coste y grado de especializacion que se
requiere para su aplicacion [10]. Recientemente
los métodos basados en proteémica han irrum-
pido de manera importante por su capacidad
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para ejercer como arma diagnostica resolviendo
problemas bioldgicos [11].

Los recursos utilizados en investigacion para
determinar la presencia de microorganismos en
muestras clinicas donde se presupone una esca-
sa abundancia microbiana requieren en algunos
casos la combinacion de diversas técnicas. A
continuacion, se detallan las principales meto-
dologias empleadas en el andlisis microbiano de
muestras clinicas como el liquido amniotico, la
placenta, heces o saliva, entre otros.

3.1.1. Métodos fenotipicos

Son técnicas dependientes del cultivo micro-
biano y no son aplicables para la identificacién
de bacterias directamente de las muestras. En
términos generales todos los microorganismos
tienen unos requerimientos para su crecimiento
tanto de fuente de energia, carbono, nitrégeno,
algunas sales, oligoelementos y agua, aunque
en algunas ocasiones es necesario adicionar ade-
mas otras sustancias como vitaminas, factores o
aminoacidos esenciales [12].

En el cultivo de muestras es esencial la correcta
elecciéon del medio de crecimiento y las condicio-
nes de incubacion, siendo la principal limitacién
de estas metodologias y la causa por la que mu-
chos microorganismos no se detectan. Aunque el
cultivo en medio solido permite disponer facil-
mente de las colonias bacterianas, el crecimiento
en medio liquido suele ser mayor porque la dis-
ponibilidad de nutrientes también es mayor [10].

Existen limitaciones de la técnica de cultivo que
no pueden ignorarse en un entorno de diagnos-
tico rutinario, ya que la mayoria de las muestras
se procesan de manera aerobica a menos que
se indique especificamente, como podria ser el
caso del LA y lo que proporcionaria un resul-
tado relativamente inexacto. Ademas, existen
limitaciones adicionales por las condiciones de
crecimiento, las tasas de crecimiento de los mi-
croorganismos o incluso las bacteriocinas pro-
ducidas por el crecimiento polimicrobiano que
pueden alterar facilmente los resultados de las
pruebas de cultivo bacteriano [13].

3.1.2. Métodos moleculares

Los métodos moleculares son métodos directos
que estan basados en la deteccion del genoma
del microorganismo en una muestra, y, por
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ende, detectan la presencia o ausencia de este en
la muestra. Debido a los problemas inherentes
que presentan los sistemas de identificacion fe-
notipicos anteriormente mencionados, los méto-
dos moleculares son considerados los procedi-
mientos complementarios, alternativos o incluso
de referencia.

El analisis de la secuencia génica del ARNr 16S
es la herramienta mas ampliamente utilizada ya
que es un marcador housekeeping que esta pre-
sente en todas las bacterias. Ademas, otros ge-
nes estables que codifican para las subunidades
ribosomicas 55, 23S y sus espacios intergénicos,
permiten establecer relaciones filogenéticas en-
tre los microorganismos y son otros marcadores
empleados.

3.1.3. Métodos protedmicos

Las técnicas de protedmica determinan el con-
junto de proteinas expresadas por un genoma
(proteoma). Las técnicas mas usadas se basan en
la electroforesis y en la espectrometria de masas.
La espectrometria de masas tiene especial inte-
rés para la identificacion de microorganismos y
se centra en la deteccién de proteinas ribosomi-
cas Sy L (2.000 a 20.000 Da), consiguiendo una
identificacion a nivel de género y especie, y en
ocasiones subespecies. En concreto, la espectro-
metria de masas MALDI-TOF (Matrix-assisted
laser desorption/ionization, desorcion/ioniza-
cion por laser asistida por matriz y TOF por el
analizador time of flight, tiempo de vuelo) se ha
convertido en un método de referencia para la
identificacion de una amplia gama de microor-
ganismos, aunque por el momento requiere la
confirmacion mediante técnicas moleculares
mucho mas lentas. Sin embargo, el MALDI-TOF
tiene potencial para convertirse en una tecnolo-
gla de primera linea en un futuro proximo en
combinacién con otras tecnologias emergentes
como los infrarrojos por transformada de Fou-
rier y proporcionar informacién con impacto cli-
nico de forma rapida y rentable [11].

3.1.4. Microscopia

La microscopia evaltia de manera directa la pre-
sencia o ausencia de bacterias, hongos y virus,
asi como diagnostica de manera retrospectiva
la presencia de microorganismos cuando existe
evidencia microscdpica de infiltracion por leuco-
citos polimorfonucleares y otras células inflama-
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torias. El examen microscopico en muestras hu-
manas se puede realizar tanto con microscopios
opticos utilizando algtin tipo de tinciéon como
con los electronicos.

Una vez obtenidas las muestras de LA se lleva
a cabo un proceso de preparacion haciéndolas
pasar por un filtro estéril de 15 um y centrifuga-
cion a 2300 g durante 5 minutos a temperatura
ambiente. El fijador para microscopia electroni-
ca se debe afadir cuidadosamente al sedimento
celular y tras la fijacion el pellet celular se debe
lavar suavemente con tampdn de lavado [14, 15].

3.2. Optimizacion de la deteccion de microorganis-
mos viables

Las metodologias anteriormente mencionadas
tienen limitaciones que, junto a la ausencia de
uniformidad de los resultados desvelan la nece-
sidad de una mejora técnica, asi como del esta-
blecimiento de unas reglas estandar. Con el fin
de optimizar la deteccion de microorganismos
viables en el LA y la placenta, diversos estudios
han llevado a cabo estrategias para 1) eliminar
los falsos positivos y 2) aumentar la sensibilidad
y/o especificidad.

3.2.1. Estrategia de control de contaminacién (ECC)

Esta ampliamente aceptado que los reactivos
de laboratorio, los kits de extraccion de ADN
y los reactivos de PCR contienen bajos niveles
de ADN, lo cual es un problema importante al
trabajar con muestras de baja carga bacteriana,
como podria ser el LA. Por otro lado, el ADN
bacteriano puede llegar al LA procedente de
microorganismos colonizadores de otras zonas
del cuerpo. El tratamiento con ADNasa reduce
drasticamente la contaminacién por los reacti-
vos en un 99 %. El uso de propidio monoazida
(PMA) para evitar la amplificacién por PCR de
ADN procedente de bacterias no viables ha sido
también utilizado con éxito [16].

3.2.2. Aumento de la sensibilidad y/o especificidad

Por otro lado, la mayoria de los estudios cen-
trados en el LA utilizan métodos que producen
amplicones cortos [17]. La secuenciacion de una
sola molécula en tiempo real (SMRT) es la tec-
nologia central de PacBio que puede generar
lecturas largas de alta fidelidad cuando se usa
junto con la ECC, mejorando la sensibilidad y
la especificidad en la elaboracion de perfiles de
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microbiota y disminuyendo el riesgo de falsos
positivos [18].

3.3. Controversia sobre los microorganismos en el li-
quido amnidtico

La presencia de patdgenos en la cavidad amnio-
tica, la placenta y el meconio se han investiga-
do desde hace afios como causas de infeccién o
parto prematuro, sin embargo, recientemente se
ha cuestionado el dogma de que la vida fetal sea
estéril.

3.3.1. Utero estéril

Estudios recientes realizados en muestras de LA
y en placenta, en diferentes estadios del emba-
razo y, utilizando diferentes metodologias, in-
dican que el feto sano se desarrolla en un ttero
libre de microbiota (Tabla 1).

Los estudios centrados en la identificacion de
una poblacion bacteriana en el LA de muestras
en el segundo trimestre de embarazo y en partos
a término, no encontraron biomasa bacteriana
significativa [19-21]. A pesar de que estos da-
tos solo responden al perfil microbiano del LA
a término, indican la inexistencia de microor-
ganismos en la zona uterina y de la existencia
de microbiota bacteriana placentaria y del LA
solamente asociada con el nacimiento prematu-
ro. Ademas, se remarca la importancia de tener
en cuenta la inevitable ocurrencia de contami-
naciéon ambiental, de los reactivos durante el
proceso experimental o durante la recogida de
muestras [22, 23].

La ruptura de la membrana amnio6tica (ROM) es
la causa que ha sido propuesta para el inicio de
la colonizacion microbiana, afirmandose que el
desarrollo fetal en embarazos sin complicacio-
nes tiene lugar en ausencia de microbiota en el
LA ya que no se detectan bacterias en el LA en el
grupo sin ROM mediante cultivo (anaerdbico y
aerdbico) ni por PCR [20].

En relacion con los estudios realizados en pla-
centa, el grupo de Theis y colaboradores [24]
empleo diferentes técnicas como el uso de cul-
tivo, qPCR del gen ARNTr 16S, secuenciacion de
dicho gen y secuenciacion metagenomica, para
determinar la microbiota de la placenta. En el
cultivo de los tejidos placentarios no crecié nin-
guna bacteria viable a excepciéon de una bacteria
en una muestra que posteriormente no fue de-
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Tabla 1. Principales estudios que demuestran la esterilidad del LA y ttero. LA, liquido amnidtico; PROM, rotura

prematura de membranas; RCIU, restriccion en el crecimiento intrauterino; PE, pre-eclampsia

Tipo de . Obtencion de las Numero de Método de .
Cita 1o Hallazgos mas relevantes
muestras muestras muestras analisis
La microbiota bacteriana del
LA no pudo ser diferenciada de
. o los controles de contaminacion.
Partos vaginales a Secuenciacion <
18 (9 n=24 . La alteracion de la
término metagendmica . . . . .
microbiotamicrobiota bacteriana
placentaria y del LA se asocié con
el nacimiento prematuro
Cultivo Se demuestra que la colonizacion
20 Ceséree,ls e%ectivas n=51 Secuenciacién | del bebé.comienzal después de las
a termino n=14 (PROM) | del gen ARNr contracciones uterinas y la rotura
I 16S de la membrana amnidtica
Liquido
amniotico n=42 LA de 37 Cultivo Con los métodos de investigacion
» embarazos (5 | Secuenciacidn ' ' r'mcroblol'oglca, no se
gemelaresy 32 | {el gen ARNr identificaron microorganismos en
unicos) 16S LA de las embarazadas sanas
Amni tesi Se demuestra que el LA de la
mniocentests Solo aquellos mitad de la gestacion humana
embarazos N no tiene viromas o microbiomas
Secuenciacion
21 que llegaron - detectables, aunque esto no
P metagenomica L
a término y impide la entrada de agentes
ninos sanos microbiolégicos mas adelante en
la gestacion
n=20 (RCIU)
Cohorte 1:
Ceséreas electivas n=20 (PE) o En la mayoria de las muestras
n=40 (control) (S,ieiuencjzlcalﬁ]n de placenta no se detectd la
el gen r resencia de bacterias, sino de
Cohorte 2: n=100 (RCIU P '
25 ( ) 16S infecciones bacterianas. El tinico
Cesareas electivas n=100 (PE) Secuenciacién | microorganismo encontrado fue
Ceséreas n=198 (control) | Metagenémica Streptococcus agalachag, lo c1.1‘:11
. puede ser causa de una infeccién
intrapartos
n=100
Placenta Partos vaginales (pretérmino)
No se encontraron bacterias
Cultivo viables en el cultivo de la
. placenta en 28 de los 29 casos,
Secuenciacion ero en el inico caso, no se
Cesareas electivas del gen ARNr P . .
24 A término n=29 165 hallaron microorganismos por
secuenciacion del gen ARNr 16S.
Secuenciacion La metagenémica dio lugar a
metagendmica | filos bacterianos poco tipicos para
albergar en la placenta humana
Cesareas electivas =50 No se encontraron evidencias
a término Cultivo que apoyen la existencia de un
Pll,ace.rcllta, L microbioma placentario en los
amlr?ilé{cic% 5 . Secuenciacion | 76 partos a término de los fetos
otros y Partos vaginales a n=26 del gen ARNT | sanos, ya que encuentran especies
termino 168 bacterianas pero que podrian
deberse a contaminacién

tectada mediante la secuenciaciéon del gen ARNr
16S. La qPCR no indic6é una mayor abundancia
de genes bacterianos de ARNr 16S en los tejidos
placentarios en relaciéon con los controles técni-
cos (entornos de laboratorio y reactivos). Tam-

poco la secuenciacion del gen ARNr 16S reveld
notables diferencias en la composicion o estruc-
tura de los perfiles bacterianos. Por tltimo, los
datos que se obtuvieron en el estudio de la me-
tagendmica de los tejidos de la placenta identi-
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ficaron microorganismos que claramente eran
productos de una contaminacion. En concreto,
el 63,4 % de las secuencias bacterianas que fue-
ron recuperadas de los tejidos placentarios, pro-
cedian de Cyanothece, Candidatus, Phytoplasma y
Chlorobium. Estos resultados han sido corrobora-
dos por otros estudios mas recientes basados en
secuenciacién metagendmica [21].

Asi mismo, hay estudios que indican la inexis-
tencia de microorganismos en el LA y la exis-
tencia de microorganismos en la placenta [17].
Mediante la tincion histoldgica de tejido de-
mostraron que la placa basal materna de la pla-
centa albergaba microorganismos y, por tanto,
apoyando la idea de que la placenta no era esté-
ril. Sin embargo, el cultivo de las muestras de LA
resultd negativo tanto en condiciones aerdbicas
como anaerobicas. Aunque la secuenciacion del
ARNTr 16S detectd microorganismos en el LA,
todas las muestras resultaron negativas para el
cultivo, concluyéndose que era posible que el LA
sano no contuviera bacterias viables, y el micro-
bioma detectado fuese resultado de la liberacion
de ADN de microorganismos que se originan en
otros sitios como por ejemplo la placenta.

Por ultimo, existen estudios que han determina-
do si patologias como la pre-eclampsia (PE), la
restriccion en el crecimiento intrauterino (RCIU)
y los partos a pre-término (PTB) se encuentran
asociadas con la presencia de bacterias o ADN
en la placenta de madres primerizas. El examen
de muestras del tejido placentario y el uso de
técnicas de metagendmica como la secuencia-
cion de amplicones 16S, concluye que las infec-
ciones bacterianas de la placenta en humanos no
son una causa importante de las complicaciones
relacionadas con este érgano en el embarazo y
que esta no tiene un microbioma residente ya
que el tnico organismo del que existe una gran
evidencia de su presencia en la placenta antes
del parto es Streptococcus agalactiae, el cual es
un patdgeno causante de las mayorias de sepsis
neonatales [25].

3.3.2. Microbioma del liquido amnidtico y placenta

Desde otra perspectiva, el papel del microbio-
ma en el desarrollo de enfermedades esta sien-
do cada vez mas estudiado y la teoria de que el
feto se desarrolla en un ambiente estéril ha sido
rebatida mediante diferentes estudios utilizando
técnicas cultivo-dependientes y técnicas molecu-
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lares, tanto en placenta como en LA [26-28]. La
Tabla 2 muestra una comparacién entre los estu-
dios mas destacados.

El mecanismo exacto de transferencia de mi-
croorganismos de la madre al feto es aun des-
conocido [29], aunque se ha relacionado con el
aumento de la permeabilidad de la mucosa in-
testinal materna que permite un mayor transito
de microorganismos desde el lumen a la sangre
y de ahi a zonas embrionarias como la placenta.
Ademas, la presencia de ADN bacteriano en el
LA y la placenta no implica la presencia de bac-
terias viables, aunque la exposicién fetal a bac-
terias no viables podria influir en el desarrollo
inmunologico del feto [16, 30, 31]. De este modo,
se han propuesto tres rutas principales sobre el
origen de la microbiota de la cavidad intraam-
niotica, 1) la oral-fetoplacentaria, 2) la gastroin-
testinal-fetoplacentaria y, 3) la genitourinaria-fe-
toplacentaria [32].

Se ha comparado la microbiota del LA y de la
placenta con la de otras muestras fetales y ma-
ternas, como el meconio, el calostro, la cavidad
oral del feto, la vagina, las heces maternas, el
plasma materno, la cavidad oral materna, etc.
con el fin de descubrir si existen mecanismos ac-
tivos y selectivos por los cuales el feto se expone
a las bacterias maternas o bien justificar que se
trata de contaminacion.

En el estudio de He y colaboradores [18] se com-
paro el microbioma de diferentes muestras feta-
les y maternas procedentes de partos vaginales y
cesdreas, encontrando una mayor semejanza de
la microbiota del meconio con la microbiota del
LA en comparacion con la microbiota de otras
muestras maternas como por ejemplo la vaginal,
lo que sugiere que el LA contribuye significati-
vamente a su composicion. Ademas, no se han
descrito diferencias estructurales significativas
en la microbiota del LA entre los recién nacidos
por cesarea y los partos vaginales, hecho que
apoya que no hubo contaminaciéon vaginal mi-
crobiana secundaria obvia.

Asi mismo, se ha visto que existe una mayor si-
militud entre la microbiota de la placenta y de
la cavidad oral materna, en comparaciéon con
otras partes del cuerpo, mientras que la micro-
biota placentaria no presenta ninguna similitud
con los posibles contaminantes durante el par-
to [26]. Ademas, se han encontrado en el espa-
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Tabla 2. Resumen comparativo de los principales estudios que indican la existencia de una microbiota del LA y ttero.

ND, no determinado; LA, liquido amniotico; SMRT, secuenciacion de una sola molécula en tiempo real

Tipo de Cita Obtencién de Numero de muestras Met(,)qo. de Hallazgos mas relevantes
muestras las muestras analisis
La mayoria de las lecturas
recuperadas en sus muestras
Anélisis de las de LA correspondian a
citoquinas en comensales tipicos de la
Cesareas n=43 (LA) LA piel, como Propionibacterium
16 lectivas ~ ) o acnes'y Staphylococcus spp.
¢ n=43 (meconio) Secuenciacion Estas bacterias pueden ser
Liquido del gen ARNT | transferidas transitoriamente
amniotico y 165 de la madre al feto, donde
meconio podrian ser inadecuadas para
sobrevivir
Cesareas Secuenciacion
electivas n=8 (LA) del gen ARNr Aparecieron un total de 88
18 n=39 168 microorganismos en LA y
Partos (meconio) o 81 en meconio, afirmando la
vaginales n=31 (LA) Secusei\r/}E;cmn existencia de microbiota
Las muestras de LA dieron
negativo en cultivo, pero
) ) positivo en muestras de
Amniocentesis placenta, sugiriendo que
Liauid para LA Cultivo la colonizacién bacteriana
amrllcilgtlicg y| 17 Legrado con n=64 (LA) Secuenciacion puede ocurrir durante
placenta aspiracion n=1832 (placenta) del gen ARNr embargzos sanos.“El
al vacio para 165 mlc?robloma, del te}ldg
placenta decidual tenia una baja
diversidad, compuesto por
filos como Proteobacterias,
Thermus y Firmicutes
Cesé Cultivo El LA y la placenta albergan
esareas . . .
% oloctivas a n=15 Secuenciacidon ,co.mumdades m}cr'ol?lzjmas
términG del gen ARNr | unicas, que Pfﬁ)d?la iniciar la
16S colonizacién intestinal
Se encontraron bacterias
cultivables en el intestino
Cultivo fetal durante la mitad de la
Cesareas o gestacion, pero no al final
41 loctivas ND Secuenciacion de esta. Sus resultados
Placenta, e del gen ARNT | demuyestran una microbiota
liquido 165 fetal en mamiferos dinamica
amniotico y y viable durante todo el
otros desarrollo en el atero
Cultivo
) , Presencia baja pero
MleOS,CO.PIa consistente de microbios
En el 2¢ trimestre de electronica en algunos de los fetos
37 Interrupciones | gestacion. Diseccion Ensayos de humanos sanos examinados,
electivas del feto en condiciones | itometria de demostrando que dicha
estériles masa presencia microbiana prepara
al sistema inmunoldgico del
Ensayos feto
inmunologicos

cio intraamnio6tico multiples bacterias descritas
como patogenos dentales, lo que unido al hecho
de que no todas las bacterias de dicho espacio
se encuentran en la vagina, apoya la disemina-

ciéon hematogena desde otras zonas del cuerpo
a la cavidad intraamnidtica. Todo ello explica-
ria que, durante el embarazo, las hormonas se-
xuales alteran la topografia y permeabilidad de
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los tejidos gingivales, aumentando el riesgo de
traslocacién de dichas bacterias [33, 34].

De acuerdo con otros estudios, Stinson y
colaboradores [16, 31] describieron la semejanza
entre la microbiota del LA y los comensales
tipicos de la piel como Propionibacterium acnes y
Staphylococcus spp.[26,33]. Dadaslas medidas que
tomaron para la toma de las muestras, descartan
que sea contaminacion. Ademads, sugieren
que, durante la gestacion, las alteraciones
del microbioma materno alteran la salud del
feto [35] y que, los cambios en la regulacién
inmunitaria en la barrera materno-fetal pueden
dar lugar a diferencias en la capacidad de los
microorganismos para acceder y persistir en
el entorno fetal, asi como la posibilidad de que
algunos microorganismos puedan persistir en
un estado viable pero no cultivable [36].

Por otro lado, se ha encontrado en tejidos feta-
les de embarazos sanos interrumpidos durante
el segundo trimestre, la presencia de células T
de memoria, una baja abundancia microbiana y
una respuesta activa de estas células para prote-
ger a las bacterias fetales. Demuestran por pri-
mera vez que dicha presencia microbiana pre-
para al sistema inmunitario fetal, situando asi la
memoria microbiana temprana en el contexto de
la preparacién inmunitaria fetal, un concepto no
explorado antes en la inmunidad fetal [37].

Por ultimo, estudios recientes han afirmado
que la existencia de una microbiota uterina y
los cambios en su composicion podrian afectar
a la fertilidad de la madre. Por lo tanto, el co-
nocimiento de dicha microbiota permitiria esta-
blecer un tratamiento personalizado, gracias al
manejo del microbioma durante las terapias de
reproduccion asistida [29].

3.3.3. Artefacto de contaminacion

A lo largo del proceso de muestreo y con la fi-
nalidad de evitar eficazmente la existencia de
falsos positivos, en diferentes estudios se han to-
mado controles negativos a lo largo del proceso
de muestreo. Hasta el momento, los resultados
obtenidos sugieren que los métodos moleculares
por si solos no son suficientes para reafirmar la
esterilidad del Gitero y que es necesaria su com-
binacién con técnicas microscopicas, inmunita-
rias, etc., que proporcionen evidencia de la pre-
sencia de bacterias.
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En el estudio llevado a cabo por Liu y colabora-
dores [38] ninguna de las muestras del control
negativo tuvo contenido de ADN que alcanzara
el limite de deteccién en el NanoDrop ya que la
tecnologia de espectroscopia es la base princi-
pal para identificar la solucion de la muestra de
ADN [39]. Por otro lado, Rackaityte y colabora-
dores [40] utilizando los datos de secuenciacion
del gen ARNr 16S de las muestras control, in-
formaron que en el 70 % de sus muestras habia
una carga bacteriana baja e indistinguible de los
controles positivos, a pesar de haber potenciado
la sefial bacteriana mediante la mejora de méto-
dos moleculares actuales.

4. Conclusiones

La presencia de microorganismos en el LA es es-
pecialmente importante ya que puede tener un
impacto en el desarrollo de la inmunidad del re-
cién nacido, asi como modelar la constitucion de
su microbiota futura. Sin embargo, a pesar de la
evidencia de los beneficios que nos aporta el mi-
crobioma en las diferentes partes del cuerpo hu-
mano, es evidente que alteraciones en su equi-
librio pueden producir consecuencias negativas
en el devenir de la gestacion, como es el caso de
la infeccion intrauterina o la preeclampsia que
podrian dar lugar a un parto prematuro.

A pesar de todos los estudios existentes para
dilucidar la existencia de microbiota en el LA,
placenta y otras zonas uterinas durante el emba-
razo, son necesarias nuevas investigaciones para
conocer de manera precisa esta posible presen-
cia y su funcién en el LA y otras zonas durante
el embarazo. La escasa biomasa en el LA y la di-
ficultad en la recogida y/o procesamiento de las
muestras hacen insostenible la realizacion de en-
sayos consistentes que no se consideren artefac-
tos contaminantes y que cumplan estrictamente
con las ECC.
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