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RESUMEN

Introduccion. El nacimiento pretérmino es la principal causa
de morbimortalidad en el periodo neonatal, siendo la ruptura de
membranas responsable de 30% de los hacimientos prematuros.
Enlamayoriadeloscasosde RPM y sepsis neonatal temprana, los
microorganismos responsables estan presentes en el liquido am-
nidtico, pero éstos no siempre son identificados por las técnicas
habituales de cultivo por 1o que se desconoce a ciencia cierta su
preval enciacomo agentes patdgenosinvol ucrados.

M étodo. Se realiz6 un estudio prospectivo, observacional,
descriptivo en recién nacidos prematuros con ruptura prematu-
ra de membranas a quienes se tom6 al nacimiento muestra de
sangre de corddn y aspirado géstrico paraladeteccién de bacterias
por los métodos de cultivo y PCR, determinacion de proteina C
reactiva y biometria hemética 'y se compararon los datos con €l
hallazgo de corioamnionitisy mortalidad neonatal temprana.

Resultados. Se incluyeron un total de 60 recién nacidos. La
media para |a edad materna fue de 25.6 afios, la RPM se present6
en 80% de |os casos en embarazos subsecuentes, el promedio de
latenciaentrelarupturay el nacimiento fuede59.6 h, lamediapara
laedad gestacional en los recién nacidos fue de 33.6 semanasyy el
peso promedio fue de 1,470 g, se observé corioamnionitis en 15%
de los casos todos con un tiempo de rupturamayor a 96 h y corio-
funisitis en 5% en los casos de rupturamayoresa120 h, selogré la
identificacion de bacterias en el recién nacido en 5% de |os casos
por ambos métodos (hemocultivo y RCP), la mortalidad neonatal
tempranaocurrio en 3%.

Conclusion. No se observd incrementd en la prevalencia
de sepsis neonatal tempranaal identificar gérmenes por PCRy
la presencia de bacteriasal nacimiento no tuvo correlacion con la
ocurrencia de mortalidad neonatal temprana.

Palabras clave: Periodo neonatal, sepsis, prematuros, morbi-
mortalidad neonatal.

I dentification of bacteria by polymerase chain reactionin
preterm prematurerupture of membranes

SUMMARY

I ntroduction. Preterm birth istheleading cause of mortality in
the neonatal period, rupture of membranes being responsible for
30% of premature births. In most cases of early neonatal sepsis
RPM and the microorganism responsible are present in theamnio-
tic fluid, but these are not always identified by standard techni-
ques of culture by what is not known for certain prevalence of
agents pathogensinvolved in this disease.

Method. We performed a prospective, observational, descrip-
tive in preterm premature rupture of membranes who are taking
birth sample of cord blood and gastric as pirate for detection of
bacteria by culture and PCR methods, determination of protein
CRP and CBC datawere compared with the findings of chorioam-
nionitis and early neonatal mortality.

Results. A total of 60 infants. The mean maternal age was 25.6
years, the RPM was present in 80% of cases in subseguent preg-
nancies, the average latency be tweed rupture and birthwas59.6 h,
the mean for gestational age in new born infants was 33.6 weeks
and for theweight of 1,470 g, chorioamnionitiswas observedin 15%
when the time of rupture was higher at 96 h and funisitisin the 5%
breakthrough times greater than120 h, it was possible to identify
bacteria in the new born to 5% of cases by both methods (blood
culture and PCR), early neonatal mortality occurred in 3%.

Conclusion. There was no increased prevalence of early neo-
natal sepsisto identify bacteria by PCR compared to blood cultu-
re. Theidentification of bacteriaat birth did not correlate with the
occurrence of early neonatal mortality.

Key words: Neonatal period, sepsis, prematurity, neonatal
morbidity and mortality.
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Introduccién

El nacimiento pretérmino se presentaen 10-15% de todos
los embarazos alrededor del mundo.! L as causas del par-
to pretérmino son multifactorialesy en su gran mayoria
se desconocen a fondo |os mecani smos fisiopatol 6gicos
gue desencadenan el parto prematuro, sin embargo in-
vestigaciones recientes se han enfocado a determinar su
origen en factores maternos tanto intrinsecos como extrinse-
cos.2® Dentro de los factores intrinsecos las investigaciones
se han encaminado a la bisgqueda de alteraciones genémi-
cas, inmunolégicasy nutricionales en lamadre;* delos fac-
tores extrinsecos uno de los mecanismos propuestos es la
activacion de mediadores inflamatorios como consecuencia
delacolonizacion deladeciduay las membranas fetal es por
mi croorgani smo patégenos que activan en el huésped lares-
puestainmune.>” Este proceso resultaria en laliberacion de
mediadoresinflamatorios, leucocitosis, corioamnionitis, fu-
nisitisy finalmenteen el inicio de actividad uterinacon o sin
rupturade membranas que desencadenariael parto prematu-
ro.®1° Recientes estudios sugieren que en la mayoria de los
casos de parto pretérmino en donde se demuestran marcado-
resinflamatoriosfetal es principalmente interleucina6, factor
de necrosis tumoral o proteina C reactiva, entre otros, los
microorganismo responsables de este proceso inflamatorio
estan presentes en el liquido amni6tico,*Y” pero éstos no
siempre son identificados por |as técnicas habituales de cul -
tivo por 1o que se desconoce a ciencia ciertala prevalencia
de estos agentes patdgenos como causales de la respuesta
inflamatoria en €l recién nacido y su relacion con la sepsis
neonatal temprana.&

Actualmente se considera a hemocultivo como € gold
estandar para laidentificacion de bacterias causantes de un
proceso infeccioso en el organismo de un recién nacido. Esta
técnica, sin embargo, ha demostrado tener una sensibilidad
sumamente baja, ya que €l resultado depende de |a técnica
derecoleccion, el material y medio utilizado parael cultivo,
de la persona que realiza € procedimiento asi como de la
cantidad de sangre recol ectada parala muestra; reportando-
seen el mejor escenario clinico unasensibilidad paralaprue-
bade 30% y unaespecificidad de 100% paralamisma.?

En nuestros dias nuevas técnicas de laboratorio se estan
implementando para la identificacion de bacterias en situa-
cionesdedificil crecimiento. Lagenotipificacién bacteriana
por PCR ha demostrado en diversos escenarios clinicos una
mayor sensibilidad y especificidad paraladeteccion de bac-
terias que | as técnicas habituales de cultivo.?®

El presente estudio tiene como objetivo laidentificacion
de agentes bacterianos utilizando latécnicade reaccion en
cadena de polimerasa en sangre y liquido amniético de re-
cién nacidos pretérmino con ruptura prematura de membra-
nas y compararla con los resultados obtenidos por hemo-
cultivo. Asimismo, establecer si existe correlacion entrela
identificacion de gérmenes patdgenos y los hallazgos de
un proceso inflamatorio en la placentay el feto con latasa
de mortalidad neonatal temprana.
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Material y métodos

Tipodeestudio

Observacional, descriptivo, prospectivo, transversal, de
prevalencia (concordancia). El estudio se llev6 a cabo en
periodo comprendido dejunio adiciembredel 2011. Todaslas
muestras de sangrey liquido amniético setomaron en €l area
de NeonatologiadelaC.E.M. a ingreso del recién nacido.

La determinacion de proteina C reactivay la identifica-
cién de gérmenes por cultivo serealizo en el laboratorio dela
CEM.

Latécnica de amplificacion y secuenciacion por PCR se
realiz6 en el laboratorio multidisciplinario delaEscuelaMili-
tar de Graduados de Sanidad.

Criteriosdeinclusion

* Hijosde madre con parto pretérmino y ruptura prematura
de membranas.

* Sin patologia materna agregada.

* NacidosenlaCEM.

» De25-35 semanas de edad gestacional.

Criteriosdeexclusion

* Hijos de madre con parto pretérmino inducido.

* Patologia materna asociada.

» Malformaciones congénitas mayores.

» Embarazo gemelar.

* Polihidramnios.

* Muertefetal.

» Recién nacidos que ameriten traslado aotro centro hospi-
talario.

* Reporte de hemocultivo con crecimiento polibacteriano
secundario a contaminacion.

Resultados

Seincluyeron un total de 60 mujeres con embarazo Uni-
co y RPM que cumplieron con los criterios de estudio, la
edad materna promedio fue de 25 afios con un rango de 17
a 36 afios, en 60% de los casos lavia de nacimiento fue por
cesarea (Cuadro 1), laruptura prematura de membranas se
presentd en 13 pacientes (21.7%) durante el primer embara-
70, 29 (48.3%) en el segundo, 15 (25%) en €l tercero, y tres
(5%) después del tercer embarazo (Cuadro 2).

El tiempo promedio de latencia entre la RPM y el naci-
miento fue de 59 h con un rango de 18 a 168 h. Treintay
cuatro recién nacidos (56.6%) fueron de sexo femenino. La
distribucion por edad gestacional fue 10% (n = 11) delas 26
a28 semanas, 30% (n=18) delas29 a32 semanasy 60% (n=
42) de 33 a 35 semanas con unamedia paralaedad gestacio-
nal de 32.3 SEG (Cuadros 3y 4). Lamediaparael pesofuede
1,470 g con unaDE de 395 g. Lacorioamnionitis se diagnos-
tico en 12 casos que representa unatasa de 20%, al estadifi-
car la corioamnionitis se encontrd que 15% (n = 9) corres-
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Cuadro 1. Caracteristicas de la poblacion en estudio.

Edad materna 25.6 afios D.E. 2.1a
Horas de RPM 59.6 h D.E. 50.6 h
Peso a nacimiento 1470 g D.E. 395 g
Edad gestacional 32.3 sem D.E. 0.7d
Cesérea 36 60%
Corioamnionitis 12 20%
Germen aislado 3 5%

Cuadro 2. Relacion entre ruptura prematura de membrana y edad

materna.
<18 3 5%
19-25 25 42%
26-30 23 38%
31-35 9 15%

Cuadro 3. Distribucion de recién nacido por edad gestacional.

26-28 sem 6 10%
29-32 sem 18 30%
33-35 sem 36 60%

Cuadro 4. Distribucién por horas de ruptura prematura de mem-

brana.
18-72 46 78%
73-96 7 11%
97 0 méas 7 11%

pondieron a estadio 1y 5% (n = 3) a estadio 3. Sereportaron
un total de tres hemocultivos positivos a agentes bacteria-
nos (5%). Una determinacién de Prot C reactivamayor de 1
se observo en ocho pacientes; de ellos una Prot. C reactiva
mayor a2 mg/dL se correlaciond con la presenciade corio-
amnionitisestadio 3y con un reporte de cultivo positivo. La
mortalidad neonatal temprana se presentd en dos pacientes
con unatasade 3.4%.

Discusion

Las causasdel parto pretérmino son multifactorialesy en
su gran mayoria se desconocen a fondo los mecanismos fi-
siopatoldgicos que desencadenan el parto prematuro, sin
embargo, investigaci ones reci entes se han enfocado a deter-
minar su origen en factores maternos tanto i ntrinsecos como
extrinsecos. En nuestro estudio al analizar los factores ma-
ternos en los casos de parto pretérmino y ruptura prematu-
ra de membranas se observo que ésta se presenta con ma-
yor frecuenciaen madres delasegunday terceradécadade
lavida (80%), siendo menos frecuente en madres que pa-
san latercera década(15%) y extremadamente rara en las
madres adol escentes (5%), éste es un hallazgo peculiar, ya
gue al parecer el embarazo en laedad adol escente gjerce un
efecto protector contralaRPM. Enrelacion con € nimero de
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gestas en que se presentalaruptura, llamalaatencion quela
mayor prevalencia se observa en |os embarazos subsecuen-
tes con un pico maximo durante el segundo y tercer embara-
70 (78%), laRPM es un fendbmeno poco frecuente en madres
primigestas (22%) y a igua quelas madresjévenesparecie-
raque a guin mecanismo modulador tuvieralugar en ellas, el
cual por algunarazon se pierde en las madres expuestasaun
embarazo posterior.

En relacion con la corioamnionitis en nuestro estudio se
report6 una preval enciade 15% de todos | os casos de ruptu-
ra prematura de membranas, tasa menor ala reportada por
otros estudios en donde se reporta hasta 50-60% de corio-
amnionitisen las pacientescon RPM. Al analizar unaposible
causa para esta cifra menor encontrada por nosotros, estu-
diamosel tiempo delatenciaentrelarupturade membranasy
el nacimiento. En nuestro estudio observamos que la corio-
amnionitis histopatol égica se presentdé con mayor frecuen-
ciaenloscasosen quelalatenciaentrelaRPM y el nacimien-
to rebasd las 96 h (80%). Ademés al estadificar los casos de
corioamnionitis se observé que ésta se incrementé propor-
cionalmente al tiempo de ruptura, ademas en nuestro estudio
lafunisitis se reportd solo en los casos en que se rebasd las
120 h de ruptura. Se encontré que en nuestra institucion la
mediaparalaocurrenciadel nacimiento en los casos de RPM
fuede59.6 hy que éstetuvo lugar hasta en 60% de los casos
por viacesarea; esdecir, a parecer existe unatendenciaobs-
tétricaaapresurar € nacimiento por indicacién médicaenlos
casos de RPM. Esto sin duda puede ser beneficioso para el
feto, yaque ocurriendo el nacimiento antesde 96 h deinicio
delarupturade membranasy de existir un proceso inflama-
torio incipiente, éste nolograidentificarse histol 6gicamenteen
lasmembranasfetales, o cual hasido sugerido de maneraindi-
rectaen otrosestudios. L afrecuenciade corioamnionitisrepor-
tada de manera globa paralos casos de RPM fue de 15%; &
estretificar los casos de corioamnionitis se observo que 10%
correspondi6 al grado 1 correl acionandose con un tiempo ma-
yor a96 h de rupturay 5% correspondié a corio-funisitisgrado
3 presente en los casos de mas de 120 h de ruptura.

En nuestro estudio a analizar los marcadores de respues-
tainflamatoria en € recién nacido igual mente encontramos
gue aun en presencia de corioamnionitis histolégica no se
documenta la presencia de respuesta inflamatoria en el re-
cién nacido s € periodo de latencia entre la ruptura 'y €
nacimiento es menor a 120 h. En nuestro estudio se cuantifi-
caron serie blanca, porcentaje de neutrofilos, bandemia, rela-
cién B/N y determinacion de proteina C reactivaa momento
del nacimiento. No se encontré elevacion de ninglin marca-
dor inflamatorio aun en presencia de corioamnionitis si €l
periodo de ruptura no rebaso las 120 h. Nosotros observa
mos que la determinacion de PCR menor de 1 mg/dL en €l
recién nacido con antecedente de RPM tiene un valor pre-
dictivo negativo de 96% para descartar la presencia de sep-
sisneonatal tempranatanto por hemocultivo como por reac-
cion en cadena de polimerasa.

En el presente estudio seidentifico la presencia de agen-
tes bacterianos por hemocultivo solamente en 5% de los ca-
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sos, sin embargo, este resultado no seincrement6 al utilizar
laamplificacién por reaccion en cadena de polimerasacomo
herramienta diagndstica. Los gérmenes encontrados fueron
E. coli (N=1),E. cloacae(N =1) y S hominis(N = 1), enlos
todos los casos se observé una correlacion directa con la
presencia de coriofunisitis en el estudio histopatolégico y
con elevacion delaproteina C reactivamayor de 1 mg/dL en
el recién nacido. Esto contrasta de alguna manera con algu-
nos resultados reportados en otros estudios en donde se
reporta una incidencia de hasta de 30-50% utilizando la
RCP paralaidentificacion de bacterias, si bien estos estu-
dios reportan la presencia de gérmenes en muestras de
liguido amniético tomado del tubo digestivo del recién
nacido, esto no documenta un proceso infeccioso en el
mismo. Por otro lado, existen reportes compatibles con
nuestros hallazgos en donde se documenta que la preva-
lenciade gérmenesen el recién nacido disminuyesignificati-
vamente hasta 1-3% si no existe un proceso inflamatorio en
el cordén umbilical (funisitis), siendo éste el factor principal
identificado en latrasmision de gérmenes de la cavidad ute-
rinay el microambiente materno haciael recién nacido.

En relacién con lamortalidad y su relacion con la sepsis
neonatal temprana, en estudios recientes algunos autores
han encontrado que la edad gestacional y la propiainmadu-
rez sistémicason mejoresfactores prondsticos parael recién
nacido con RPM quelas mediciones de diferentes biomarca-
dores.2*? Asimismo, se ha encontrado que la estabilidad
hemodinamica, metabdlicay respiratoriaen laprimerahora
de vida documentada por la frecuencia cardiaca, la tension
arterial, €l pH, y la saturacion de oxigeno tienen un mejor
factor pronéstico para la sobrevida del prematuro que la
medicién a nacimiento de marcadores proinflamatorios en
los prematuros con RPM %

En este estudio se reportaron solo dos muertes neonata-
les tempranas, las cuales no tuvieron relacion directacon la
presencia de sepsis neonatal.

En los casos en que se documenté sepsis neonatal tem-
pranapor la presenciade corioamnionitis, elevacion de pro-
teina C reactiva e identificacién de un agente bacteriano, no
se observo correlacion con la tasa de mortalidad neonatal
temprana.

Conclusiones

1 Larupturaprematurade membranas es unapatologiaque
se muestramés frecuentemente en laterceradécadadela
vida, siendo poco frecuente que se presente en la gestan-
te adolescente y en las mayores de 30 afios.

2 Larupturaprematurade membranas es unacomplicacion
gue se presenta con mayor frecuencia en los embarazos
subsecuentes, siendo rara su presencia durante el primer
embarazo.

3. Laruptura prematura de membranas complica principal -
mente el embarazo durante el tercer trimestre, siendo una
causa frecuente de nacimientos prematuros tardios entre
las 33y 35 semanas.
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4. Existeunatendenciaclinicaaacortar €l periodo delaten-
ciaentrelarupturade membranasy el nacimiento del pro-
ducto, lo cual guardarelacién directacon laidentificacién
de bacterias en la sangre del recién nacido.

5. El hallazgo de corioamnionitis seincrementaamedidaque
lo hacen las horas de ruptura previo a nacimiento.

6. Lacorioamnionitisestadio 3 con funisitis se observades-
pués de 120 h de ruptura de membranas.

7. Seobservo elevacion delos niveles de proteina C reacti-
vamayores de 2 mg/dL en losrecién nacidos, sblo enlos
casos en que larupturade membranas fue mayor a 120 h.

8. Laidentificacién de un agente bacteriano en el recién na-
cido se asoci6 aun tiempo de ruptura de membranas ma-
yor a120 hy en el estudio histopatol 6gico se document6
corioamnionitisestadio 3.

9. En el presente estudio laidentificacion de un agente bac-
teriano a nacimiento no guardo relacion con los episo-
dios de mortalidad neonatal temprana.

10.Se requieren estudios complementarios parajustificar el
uso profil&ctico de antibidticos en el recién nacido prema-
turo con ruptura prematura de membranas.
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