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Ensayo piloto del uso de pruebas
moleculares para el diagnostico
de infecciones cervicovaginales en
pacientes embarazadas

Beltran-Montoya J,* Escudero-Gontes S,2 Martinez-Huerta NE?, Avila-Vergara

MA,® Morales-Hernandez V,* Canchola-Sotelo C,* Palacios-Gonzalez B,?

Vadillo-Ortega F?

las infecciones cervicovaginales durante el emba-
razo se han relacionado con desenlaces perinatales adversos, como
el nacimiento pretérmino. Las herramientas tradicionales para su
diagndstico son poco eficaces.

: comparar la determinacién del diagnéstico de infeccion
cervicovaginal en mujeres embarazadas con el uso simultineo de
tres criterios: clinico, prueba de diagnéstico molecular y el cultivo
microbioldgico tradicional.

estudio piloto, transversal, anidado en una
cohorte de mujeres embarazadas. El diagnéstico de infeccién cervico-
vaginal se estableci6 con base en criterios clinicos, de microbiologia
clasica y de biologia molecular y se evalué la capacidad diagnéstica
de cada uno.

se estudiaron 54 mujeres y la prevalencia de infeccio-
nes cervicovaginales durante el embarazo se estimé en 28 a 50% con
la aplicacién de diferentes criterios. Si se considera el diagnéstico de
parto pretérmino, como complicacién asociada a infeccion y se usa
como patrén de referencia, todas las pruebas diagndsticas tuvieron
un desempefio pobre.

los enfoques tradicionales para establecer la
trascendencia de la infeccion cervicovaginal en el embarazo estdn
agotados, por eso deben buscarse nuevos caminos para entender esta
compleja relacion. Mientras tanto, se recomienda seguir utilizando los
métodos tradicionales para identificar infecciones durante el emba-
razo en tanto se afina el conocimiento de nuevos métodos dirigidos
a entender estas relaciones.

infeccion cervicovaginal, desenlace perinatal,
embarazo, microbioma vaginal, pruebas diagnésticas.
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Pilot tests using molecular diagnostic
assay cervicovaginal infection during
pregnancy

Beltran-Montoya J,* Escudero-Gontes S, Martinez-Huerta NE, Avila-Vergara
MA,?® Morales-Hernandez V,* Canchola-Sotelo C,* Palacios-Gonzalez B,?

Vadillo-Ortega F?

The prevalence of cervicovaginal infections dur-
ing pregnancy has been associated with adverse perinatal outcomes
however, the actual approach used for diagnosis is not effective. The
aim of this study was to compare the diagnosis of vaginal infections in
pregnant women using clinical, molecular diagnostic and traditional
microbiological culture in a pilot study, to determine the prevalence
and association with the development of preterm labor.

We performed a nested cross-sectional
study composed by 54 women in a cohort of pregnant women in
Mexico City. Cervicovaginal infections were evaluated by clinical
methods, microbiology culture and a commercially available mo-
lecular biology test.

Prevalence of cervicovaginal infections during pregnancy
was estimated between 28% and 50% according to methodologies.
Considering the clinical diagnosis of preterm labor as the gold stan-
dard, all diagnostic tests were poor as predictors of preterm labor.

Traditional approaches to establish the significance
of cervicovaginal infection in pregnancy are exhausted, so be sought
new ways to understand this complex relationship. Meanwhile it is
recommended to continue to use traditional methods to identify infec-
tions during pregnancy in both knowledge of new methods aimed at
understanding these relationships are sophisticated.

Vaginal infection, perinatal outcome, pregnancy, vaginal
microbiome, diagnostic tests.
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tencia y fuerza de la asociacién, asi como la
plausibilidad biolégica, han llevado a proponer

Las infecciones cervicovaginales e intrauterinas
durante el embarazo se han vinculado con di-

el nacimiento pretérmino, en los que la consis-

una relacién directa causa-efecto.? A pesar de
esto, no ha sido posible idear medidas efectivas
para disminuir las complicaciones del embarazo
que acompanan a estas infecciones.?
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El enfoque tradicional propone que existen dife-
rentes microorganismos patdgenos que pueden
afectar a la mujer embarazada, al feto en desarro-
lloy al neonato.* Estos microorganismos pueden
tener acceso a la cavidad amnidtica y al feto a
través del cuello uterino, por via ascendente
desde la vagina, lo que induce una respuesta in-
fecciosa denominada corioamnioitis. El arribo de
estos gérmenes al espacio intrauterino resulta en
la activacion de la respuesta inflamatoria local,
que podria explicar las diferentes complicacio-
nes del embarazo: amenaza de aborto, ruptura
prematura de membranas y parto pretérmino.**

El nacimiento pretérmino es el alumbramiento
antes de las 37 semanas (259 dias) completas de
edad gestacional,® con repercusioén significativa
en la salud pdblica porque la morbilidad mater-
na y perinatal son frecuentes y de complejidad
variable.”®

Entre los microorganismos asociados con co-
rioamnioitis y nacimiento pretérmino resaltan
M. hominis, U. urealyticum, C. trachomatis, G.
gonorrhoeae, estreptococo del grupo B y Gard-
nerella vaginalis.#*'° El diagnéstico de infeccion
por alguno de estos microorganismos establecido
mediante la microbiologia clasica es complejo
porque son extremadamente dificiles de cultivar,
por los requerimientos nutricionales para su
multiplicacién, y por su marcada sensibilidad a
cambios de pH, temperatura, presién osmotica,
rayos ultravioleta, agentes tensoactivos, anticuer-
pos y complemento.'" Los métodos serolégicos
para detectar anticuerpos contra estos microor-
ganismos también son de escasa utilidad y no
estdn estandarizados de manera confiable en
todos los laboratorios microbiolégicos. Por esta
razén, las técnicas moleculares se han propuesto
como una alternativa para identificar a estos
patégenos.'?

En los Gltimos afos se han desarrollado y co-
mercializado técnicas rapidas de diagnostico

molecular, con uso de métodos de PCR disponi-
bles en México." Por desgracia, no se cuenta con
experiencia en la aplicacion de estas técnicas y
no se ha validado su utilidad clinica en nuestra
poblacion.

Este estudio tiene como objetivo comparar el
diagnéstico de infeccidn cervicovaginal en una
muestra piloto de mujeres embarazadas de la
Ciudad de México con el uso simultaneo de
criterios clinicos, una prueba de diagnéstico
molecular y cultivo microbiolégico tradicional.
La intencion es contar con informacién preli-
minar para poder estimar el tamafo de muestra
de un estudio clinico adecuado para abordar la
efectividad diagnéstica de estas pruebas.

Estudio piloto de casos y controles efectuado
en el Hospital Materno Infantil Inguardn de la
Secretaria de Salud de la Ciudad de México
(HMII), con pacientes de la Cohorte Perinatal de
la Ciudad de México, una iniciativa conjunta de
la Secretaria de Salud del Gobierno de la Ciudad
de México y de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Auténoma de México
(UNAM).

Protocolo clinico. Las muestras de las mujeres
se seleccionaron al azar del banco de muestras
de la cohorte con base en los siguientes criterios:

Muijeres con seguimiento completo dentro
de la Cohorte Perinatal y que terminaron
su embarazo en la institucion. Se selec-
cionaron cinco casos que terminaron con
nacimiento pretérmino y se incluyeron
49 casos con embarazo a término sin
complicaciones. Con esta proporcién de
casos-controles se emuld, en este ensayo
piloto, la prevalencia poblacional de naci-
miento pretérmino (9.2%). Solo se utilizd
una muestra de exudado cervicovaginal de
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cada paciente, tomada entre las semanas
28 y 30 de la gestacion.

Aceptacion con consentimiento firmado
para la realizacién de todas las pruebas
diagnésticas mencionadas.

Sin antecedentes de padecimientos del
embarazo: diabetes gestacional, ruptura
prematura de membranas, amenaza de
aborto o de parto pretérmino, y sangrado
transvaginal.

El criterio de exclusion fue:

Mujeres en quienes no se recolecté una
muestra suficiente para su procesamiento
en todas las pruebas.

Las infecciones cervicovaginales se documenta-
ron de las siguientes formas:

Diagnostico clinico de infeccion cervicovaginal.
El médico especialista interrogd a las pacientes
acerca de los sintomas de: ardor, dispareunia,
prurito y flujo. Ademas, efectud la exploracion
pélvica y especuloscopia completa. Se utilizd
un espejo vaginal lubricado, con solucién sali-
na para visualizar el fondo de saco. Se evalu6
el flujo y sus caracteristicas y cambios tréficos
en el cérvix y la vagina. Se consideré infeccién
positiva al flujo anormal acompanado de alguna
otra manifestacion clinica.

Cultivo microbiolégico. Se hizo una toma
rotatoria durante 10 segundos con hisopos de
dacrén, estériles, del fondo de saco, que se uti-
lizaron para cultivo microbiolégico y pruebas
moleculares. A todas las pacientes se les realiz6
un examen en fresco para identificacién de T.
vaginalis. La infeccién cérvico-vaginal se iden-
tifico mediante métodos convencionales para
cultivo e identificacion de los microorganismos.
Se realizaron pruebas inmunolégicas para la
identificacion de C. trachomatis, U. urealyticum
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y M. hominis. El Laboratorio de Microbiologia
de la Facultad de Medicina de la UNAM fue
el responsable de efectuar todas las pruebas
mencionadas. Se considerd infeccién cuando se
identific6 cualquier microorganismo patégeno.

Prueba molecular. Se utilizé la prueba molecular
ST7 de Seegene, que se realizé de manera ciega,
e independiente a los otros criterios diagndsticos.
Esta, es la Gnica prueba diagnéstica molecular
para infecciones cervicovaginales disponible
en el mercado. Este ensayo identifica a siete
patégenos: Gardnerella vaginalis, Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma hominis, Ureaplasma
urealyticum, Neisseria gonorrhoeae, Trichomona
vaginalis y Mycoplasma genitalium.

El estudio se considerd positivo cuando se
identificé cualquiera de los microorganismos
mencionados.

Andlisis estadistico. Todos los resultados de
infeccién por cualquiera de los métodos se cla-
sificaron como positivos o negativos y tabulados
en tablas de contingencia. Como patrén de
referencia se considerd el criterio de desenlace
desfavorable del embarazo (parto pretérmino) y
las diferencias se calcularon en proporciones y
su significacion. Ademas, se calcularon: sensi-
bilidad, especificidad, valor pronéstico positivo,
valor pronéstico negativo, razén de probabili-
dades (likelihood ratio +) de los tres métodos
diagnésticos utilizados.

El calculo del tamano de la muestra, derivado de
este estudio piloto, se realizé tomando en cuenta
la diferencia de proporciones menos amplia de
las detectadas en las diferentes pruebas, con alfa
de 0.05 y poder de 0.8.

En el Cuadro 1 se muestran las caracteristicas
clinicas de las 54 pacientes seleccionadas para
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Caracteristicas clinicas

Nacimiento a Nacimiento
término pretérmino

Edad 25 £6 24 +6
Edad gestacional 39+1 36 + 1
Embarazos ECRI 2+1
Abortos 0 0
Partos 0 1+£0
Cesdreas 0 2+1

este estudio y en las que se estableci6 el diag-
nostico de infeccion con las tres herramientas
propuestas.

La evaluacién clinica identific a 15 pacientes
(27.7%) con diagnéstico de infeccién cervicova-
ginaly a 35 sin ella. Las pruebas microbioldgicas
detectaron infeccién en 19 pacientes (35.1%)
y ausencia en 36. Los microorganismos en-
contrados fueron: Gardnerella vaginalis (9
aislamientos), Candida albicans (8 aislamientos),
Mobiluncus sp (3 aislamientos), Candida krusei
(2 aislamientos), Staphylococcus sciuri (1 aisla-
miento), Trichomona vaginalis (1 identificacién)
y en 5 pacientes se realizaron aislamientos
multiples.

La prueba molecular S7 de Seegene detect6 a 27
pacientes con infeccién (49.0%) y 27 sin ella.
Los microorganismos identificados fueron Myco-
plasma hominis (n=12), Ureaplasma urealyticum
(n=11), Chlamydia trachomatis (n=8), Neisseria
gonorrhoeae (n=1), Trichomona vaginalis (n=1)
y en 6 pacientes se efectuaron identificaciones
multiples.

Los diagnésticos clinico y microbiolégico clésico
identificaron a una sola paciente con infeccion,
entre las cinco que tuvieron parto pretérmino.
La prueba molecular identificé la infeccion
(M. hominis) en dos de las pacientes con parto
pretérmino. Una sola paciente con nacimiento

pretérmino resultd positiva en las tres pruebas
de infeccion aplicadas (Cuadro 2).

Se decidi6 utilizar al desenlace perinatal adverso
como la variable que mejor representa el sen-
tido de utilidad de las pruebas diagnésticas de
infeccion; por ello, los calculos se efectuaron
con esta variable, como el patrén de referen-
cia. En el Cuadro 3 se muestran los calculos
comparativos de utilidad diagnéstica de las tres
pruebas diagnésticas de infeccion, que resulta-
ron positivas con la misma frecuencia entre las
pacientes con parto pretérmino (20.0%); es decir,
tuvieron la misma sensibilidad baja. El diagnds-
tico clinico de ausencia de infeccién mostré la
mejor especificidad (71.4%). El valor de razén de
probabilidad positivo (likelihood ratio +) es extre-
madamente bajo para las tres pruebas, aunque
por razones inherentes a su naturaleza piloto,
ninguno de los resultados arrojo diferencias con
significacion estadistica (Cuadro 3).

Para calcular el tamafio de muestra para el diseno
de un estudio representativo de la poblacién se
tomé en cuenta la diferencia mas cerrada en
proporciones, que correspondi6 a la prueba de
diagnéstico por microbiologia cldsicay, con esta
diferencia, el tamafio de muestra para un disefio
valido seria de 2,205 pacientes por grupo.

Desde la perspectiva hasta ahora utilizada en
la atencion de la mujer embarazada, ciertas
infecciones durante el embarazo, causadas por
microorganismos especificos, se han asociado
con incremento del riesgo de aborto esponta-
neo, ruptura prematura de membranas, parto
pretérmino e infecciones neonatales. Por esta
razon siempre se incluye en la atencion prenatal
la badsqueda de infecciones cervicovaginales.
A pesar de este enfoque hemos sido incapaces
de modificar la prevalencia de cualquiera de
las patologias sefialadas, aun cuando se han
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Cuadro 2. Resultados del diagnéstico de infeccién cervicovaginal

Diagnéstico clinico

Nacimientos a término

Nacimientos pretérmino 4 1

Cuadro 3. Evaluacion de la utilidad diagnéstica

Diagndsti iagndstico mi- | Diagndstico
clinico 6gico | molecular
0 20 40

Sensibilidad 2

Especificidad 71.4 65.3 49.0
Valor 6.7 5.6 7.4
predictivo +

Valor 89.7 88.9 88.9
predictivo -

Razén de 0.7 0.58 0.78
probabilidad

(+)

OR 0.625 0.470 0.640
(Odds ratio)

1IC 95% 0.064-6.09 0.048-4.55 0.098-4.17
P 0.351 0.245 0.347

utilizado esquemas de antibiéticos profilacticos
durante el embarazo. En un estudio efectuado en
poblacién mexicana se pudo documentar que el
riesgo relativo de nacimiento pretérmino cuando
se identifica U. urealyticum es de 9.1 (IC 95%:
6.9-12.1) y cuando se identifica M. hominis es de
8.82 (IC 95%: 6.7-11.6). Lo mas sobresaliente de
este estudio es que a pesar de identificar y atacar
a los microorganismos mencionados, el riesgo
perinatal se modifica muy poco, lo que significa
que nuestro acceso al problema ha sido muy
simplista.®?

Con el propésito de explorar la aplicacién de
nuevas tecnologias que permitan mejorar la iden-
tificaciéon de microorganismos potencialmente
peligrosos para el embarazo, se ha propuesto el
uso de herramientas moleculares, que tienen la

Diagnéstico microbiol6gico

Diagnéstico molecular

35 14 32 17 24 25

4 1 3 2

ventaja de su sensibilidad, rapidez y comodidad
de aplicacion. Por esta raz6n abordamos, en un
estudio preliminar, la evaluacién de la utilidad
practica de una de estas tecnologias, de manera
comparativa con las dos herramientas diagnosti-
cas disponibles en la practica clinica cotidiana.

El enfoque de este estudio fue lo mas pragmatico
posible y se sigui6 la linea de pensamiento mas
directa de un clinico que debe atender a una
embarazada en quien identifica una infeccién
cervicovaginal y se plantea la posibilidad de
que esa infeccién sea un marcador prondstico
de parto pretérmino. Esta relacion causal entre
infeccién y parto pretérmino esta muy disemi-
nada entre los especialistas; sin embargo, ha
sido cuestionada desde diferentes perspectivas.

Este proyecto piloto se emprendié para calcular
el tamafio de muestra requerido para disefar
un estudio prospectivo y evaluar la utilidad pro-
nostica de la deteccién de infecciones durante
el embarazo. Los resultados obtenidos en este
estudio son lo suficientemente claros como para
descartar la posibilidad de realizar un estudio de
mayor alcance con resultados representativos.
Una muestra de més de 2,000 pacientes por
grupo descarta este camino.

La prevalencia actual de las infecciones cervi-
covaginales seria muy distinta si se aplicaran
las diferentes herramientas diagndsticas y la
habilidad clinica; la herramienta molecular
permite identificar mayor cantidad de casos de
embarazadas infectadas; por lo tanto, también
facilita que sean tratadas y con ello disminuir
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las consecuencias adversas que origina la falta
de tratamiento. La prevalencia aqui reportada
no es muy diferente de la consignada en otros
estudios, aun asi debe revisarse la utilidad clinica
de cada prueba. Con los resultados de este estu-
dio puede concluirse que las tres herramientas
para diagnédstico de infeccion cervicovaginal son
equivalentes y se correlacionan escasamente
con el desenlace de parto pretérmino. Es decir,
ninguno de los tres métodos tiene valor practico
como herramienta pronéstica de parto pretérmi-
no. El ensayo aqui reportado tiene la limitante de
ser un estudio piloto con un sesgo metodolégico
inherente.

El diagnéstico clinico de infeccién es el método
maés sencillo y econémico, pero requiere que el
especialista esté adecuadamente adiestrado en el
reconocimiento de los signos y sintomas clinicos
propios de la infeccién. En este sentido deben
hacerse esfuerzos para conocer la reproducibili-
dad del método clinico en los diferentes dmbitos
clinicos y, aunque no sea una buena herramienta
para el prondstico de parto pretérmino, la identi-
ficacion de infecciones cervicovaginales durante
el embarazo es un componente indispensable
del cuidado prenatal.

La microbiologia clasica sigue siendo la he-
rramienta mas utilizada en la clinica, aunque
plantea muchas dificultades técnicas y gran
variabilidad en los resultados de un laboratorio
a otro o, incluso, en diferentes momentos del
mismo laboratorio. En nuestras manos y como
herramienta pronéstica de parto pretérmino, no
confiere ventajas sobre el diagnéstico clinico
y, por anadidura, los examenes realizados no
pudieron identificar la coexistencia de tres
gérmenes potencialmente peligrosos para el
embarazo, quiza por la concomitancia de errores
metodoldgicos.

El diagndstico molecular identifica a mayor
nimero de mujeres positivas para infeccion; sin

embargo, no informa cudntas de esas mujeres
tienen, en realidad, infeccién activa y no solo
colonizacion. La ventaja de esta prueba es su
rapidez y reproducibilidad en condiciones es-
tandarizadas en un laboratorio.

La ausencia de asociacion entre infecciones
cervicovaginales y parto pretérmino de este es-
tudio, coincide con otros ensayos disponibles.
Esta observacion contrasta con la clara consis-
tencia de la infeccion como agente causal del
parto pretérmino. Una interpretacién posible de
los hallazgos es que el enfoque aqui expuesto
del problema es incompleto. Por esta razén, se
prefirié proponer en este punto de desarrollo
una hipétesis de trabajo novedosa que permita
entender mejor la repercusién de la infeccién
en el curso del embarazo.

El microbioma vaginal es un término que ha
sustituido al concepto antiguo de "flora vaginal',
que en espanol alude a un conjunto de vegetales.
Ademas de la semdantica, la introducciéon del
concepto de microbioma permite visualizar de
una manera diferente la interaccién entre los
diferentes microorganismos y el ser humano.'™
La perspectiva mds interesante de este enfoque es
que el resultado adverso de una infeccién podria
entenderse mas que por la sola presencia de un
patégeno, por el resultado en el cambio de las
relaciones entre las comunidades microbianas y
en la interaccion con la huésped. Dicho de otra
manera, el resultado patolégico puede, mas bien,
responder a la relacién (simbiosis o disbiosis)
que guardan entre las diferentes especies micro-
bianas.' Este es un enfoque que va mas alla del
concepto tradicional de patégenos facultativos,
como el caso de la C. albicans.

La complejidad de este enfoque reside en que
tendremos que resolver la composicion lon-
gitudinal de la microbiota vaginal de nuestra
poblacién de mujeres embarazadas y, even-
tualmente, identificar los cambios asociados
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con desenlaces perinatales adversos. Para
poder conocer la composicién de la micro-
biota vaginal a lo largo del embarazo puede
recurrirse al secuenciamiento masivo del ARN
16s bacteriano, que permite conocer la com-
posicién en riqueza (diversidad a) y diversidad
(diversidad B) de los microorganismos.'*'® Esto
con la finalidad de entender la “simbiosis o
disbiosis” que puede ocurrir en la microbiota
vaginal en el transcurso del embarazo. El re-
sultado adverso de una infeccién puede estar
dado por el cambio de las relaciones entre las
comunidades microbianas y su consecuente
cambio en la interaccién con el huésped. En
este sentido existen estudios en mujeres emba-
razadas de otras poblaciones que muestran que
durante el primer trimestre 77% de las mujeres
tienen una proporcién alta de Lactobacillus,
y si durante el primer trimestre se encontraba
en mayor proporcion L. gasseri o L. inners la
posibilidad de tener una microbiota “anormal”
durante el segundo y tercer trimestres de em-
barazo se incrementa alrededor de 10 veces;
sin embargo, cuando en el primer trimestre se
encontraba en mayor proporcién L. crispatus
la posibilidad de una microbiota anormal
era s6lo de 5 veces.'”” Un estudio reciente,
efectuado en mujeres embarazadas sanas no
hispanas mostré, mediante secuenciamiento
masivo de las regiones hipervariables V3-V5,
que la diversidad y la riqueza bacteriana se
ven disminuidas durante el embarazo.’® A
diferencia de la prueba molecular realizada
en este estudio, el secuenciamiento masivo
permite la deteccién de todas las especies de
la muestra.™

El primer paso en esta direccion es el estudio
longitudinal con secuenciamiento masivo del
microbioma cervicovaginal de mujeres mexica-
nas embarazadas, para establecer un mapa de
las especies que lo conforman vy, luego, iniciar
el estudio de las combinaciones que resultan en
complicaciones perinatales.?°
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Los enfoques tradicionales para establecer la
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que es a todas luces compleja. Se recomienda
continuar utilizando los métodos tradicionales
para identificar los procesos infecciosos durante
el embarazo, mientras se afina el conocimiento
de nuevos métodos dirigidos a entender estas
relaciones.
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y especialidad.

AVISO IMPORTANTE

Tal como fue anunciado durante un afo, hoy Ginecologia y Obstetricia de Méxi-
co es una revista solo digital (www.ginecologiayobstetricia.org.mx) con todas las
ventajas que los medios electrénicos ofrecen.

Para consultar el texto completo de los articulos debera registrarse por una sola
vez con su correo electrénico, crear una contrasefia, indicar su nombre, apellidos

Esta informacion es indispensable para saber qué consulta y cudles son sus inte-
reses, y poder en el futuro inmediato satisfacer sus necesidades de informacién.
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