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1. RESUMEN

El proceso de colonizacion temprana esta emergiendo como un determinante clave en
la salud humana. Existe una gran controversia sobre la esterilidad uterina durante la
gestacion y, por el contrario, sobre la presencia de un microbioma en la cavidad
endometrial y en el liquido amnidtico (LA) de embarazos a término sin
complicaciones. La teoria del utero estéril indica que la presencia de microorganismos en
el LA estd fundamentada en tres pilares, 1) un fendmeno de contaminacién 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 laboratorio preservando la esterilidad. Sin embargo, los
estudios recientes apoyan la presencia de microbiota fetal y refutan la esterilidad mediante
estudios que utilizan técnicas dependientes de cultivo y técnicas moleculares, tanto en
placenta como en LA y cordon umbilical.

Dadas las importantes implicaciones de la exposicion prenatal a los
microorganismos en la programacion fetal y, en consecuencia, para el desarrollo de
enfermedades y la salud humana, en esta revision se abordan los estudios que cuestionan
el microbioma prenatal apostando, por un lado, por un fenémeno de contaminacion, y,
por el contrario, los hallazgos que han puesto en duda el dogma del ttero estéril mediante
sistemas tradicionales de cultivo, o mediante enfoques de secuenciacion de nueva
generacion en muestras de placenta, LA, meconio e incluso tejidos fetales. Del mismo
modo, se realiza una revision detallada de las metodologias empleadas para la deteccion

e identificacién de microorganismos en muestras humanas.

Palabras clave: liquido amniodtico, microbiota, microbioma, Gtero, meconio.



2. INTRODUCCION

2.1. Definicion de microbiota y microbioma

El concepto de microbiota humana comprende los microorganismos que viven o
se asocian a tejidos humanos sanos como ocurre en el intestino, el tracto respiratorio
superior, la piel, la cavidad nasal y el tracto genital. En relacion con esta idea, Derovs et
al. (2019) y Fitzgibbon and Mills (2020) exponen que la microbiota es distinta en cada
zona del organismo y ademas cambia a lo largo de la vida.

Aunque las bacterias son los principales componentes de la microbiota, también
pueden encontrarse arqueas, virus y microorganismos eucariotas. La comunidad
microbiana incluye microorganismos comensalistas y simbioticos que viven tanto en el
interior como en la superficie del cuerpo humano, lo que refleja la coevolucion del
huésped y su microbioma (Fitzgibbon and Mills, 2020).

El microbioma, sin embargo, se define como el conjunto de genes de los
microorganismos que se encuentran en un organismo, por lo que hace que cada ser
humano sea genéticamente Uinico; por tanto, el microbioma es el componente variable del
genoma y su importancia lleva a considerar al ser humano como un holobionte, es decir,
un superorganismo formado por células eucariotas humanas y células microbianas

(Paglia, 2021).

2.2. Zonas estériles del cuerpo humano

La mayor parte del cuerpo humano estan colonizadas por microorganismos y su
microbiota estd bien descrita y universalmente aceptada (Whittle et al., 2019). Del
porcentaje total de células en el ser humano, el 90% estan asociadas a la microbiota y tan
solo el 10% esta libre de microorganismos y es por esto por lo que existe el concepto de
que cada 6rgano tiene su microbiota especifica.

Algunos 6rganos poseen una densidad de poblacion bacteriana bastante baja o
incluso estéril como, por ejemplo, el tracto respiratorio inferior o el sistema urinario. No
obstante, esta agrupacion bacteriana desempefia un papel fundamental. En el caso del
tracto respiratorio, el microbioma protege el revestimiento de las vias respiratorias contra
las infecciones patogenas transmitidas por el aire. En el sistema urinario, el microbioma
es capaz de mantener la homeostasis para evitar que las bacterias de la uretra pasen al

rinon, los uréteres o la vejiga que son areas estériles (Dekaboruah et al., 2020).



La disponibilidad de tecnologias altamente sensibles ha permitido la descripcion
de la presencia de microorganismos en zonas que antes se consideraban estériles como
son el higado, el pancreas, el cerebro y el tejido adiposo; asi como nuevos conocimientos
sobre el papel de la microbiota en la fisiologia y la patologia humana (Derovs et al., 2019;
Ghose et al., 2019; Tomaiuolo et al., 2020). Sin embargo, existen zonas del organismo
cuya microbiota es controvertida, como es el caso del LA, la sangre o el liquido
cefalorraquideo (Ghose et al., 2019; Whittle et al., 2019; He et al., 2020) que no estan
ampliamente reconocidos ni aceptados en individuos sanos.

La presencia de microorganismos en la cavidad amnidtica, la placenta y el
meconio se ha investigado desde hace afios como causas de infeccion o parto prematuro.
En la actualidad, existen estudios controvertidos que se centran en la esterilidad de la vida
fetal. En la mayoria de ellos se ha descrito que la placenta, el LA, la sangre del cordon
umbilical y los tejidos fetales tienen cada uno su propia microbiota especifica,
-influenciada por la salud y los habitos maternos- con una influencia decisiva en el

resultado del embarazo y la descendencia (Coscia et al., 2021).

2.3. Liquido amniético

El LA es un fluido transparente ligeramente amarillento que rodea al feto durante
el embarazo. El volumen y composicion del LA se ve afectado dindmicamente por la
secrecion pulmonar y la orina del feto, asi como por los intercambios de nutrientes y agua
entre la madre y el feto a través de las membranas (Liu et al., 2019). La inhalacién se
produce a través de la nariz y de la boca vy, tras esto, el LA es eliminado por la orina,
enriqueciéndose asi con células que se derivan de la descamacion de la superficie externa

e interna de los organos fetales (Figura 1) (Kiani et al., 2021).
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Figura 1. Fisiologia y dinamica del LA (Javiera, 2021).



El LA tiene numerosas funciones entre las que destaca 1) la proteccion del feto en
caso de un traumatismo, 2) la defensa frente a los agentes infecciosos por sus propiedades
antibacterianas inherentes, 3) el aporte de los factores de crecimiento necesarios para
permitir el desarrollo y 4) el crecimiento normal de los 6rganos del feto (Fitzsimmons y
Bajaj, 2019). Por tanto, a nivel clinico, el LA se usa como herramienta para controlar la
evolucion del embarazo y predecir los resultados fetales (Fitzsimmons and Bajaj, 2019).
La membrana amnidtica, que es la capa mas interna de la membrana fetal, se encarga de
envolver el LA junto al embrién/feto, y protegerlo (Sket et al., 2021).

El volumen y la composicién del LA cambian con la edad gestacional como se
puede observar en la Figura 2. Durante el primer trimestre de embarazo, que transcurre
entre la semana 1 y la 13, existen niveles muy bajos de proteinas y enzimas. Ademas,
existe un intercambio relativamente libre de agua, nutrientes y moléculas a través de la
piel fetal y las membranas corioamnidticas hacia la cavidad amnidtica. Es por ello por lo
que la composicion del LA es similar a la del plasma materno y fetal durante este periodo

(Liu et al., 2019; Wu et al., 2021; Bhatti et al., 2022).
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Figura 2. Variacion del volumen del LA con la edad gestacional (Javiera, 2021).

El segundo trimestre acontece entre las 14 y las 27 semanas gestacionales. A
medida que la piel fetal se queratiniza entre las semanas 22 y 25, las secreciones fetales,
especialmente la orina y otros transudados, se convierten en los contribuyentes mas

significativos del LA (Jindal et al., 2021; Wu et al., 2021; Bhatti et al., 2022).



La etapa final de gestacion transcurre desde la semana 28 hasta el final del
embarazo. En esta etapa en el LA se encuentran componentes como las proteinas, acidos
nucleicos y metabolitos. Los niveles de proteinas del LA aumentan, acumulando
metabolitos fetales debido a la circulacion libre de las vias respiratorias y digestivas del
feto, proporcionando una ventana unica al bienestar fetal (Liu et al., 2019; Wu et al.,

2021; Bhatti et al., 2022).

2.4. Formacion y regulacion del liquido amniotico

El LA se traga, se reabsorbe en la circulacion fetal y, finalmente, se transfiere a la
circulacion materna, como se ha mencionado anteriormente. El flujo de agua a través de
la placenta y las membranas fetales aumenta progresivamente a lo largo de la gestacion
(Luo et al., 2018). Al término, se transfieren hasta 400 mL por dia desde la cavidad
amnidtica a la circulacion fetal a través de la placenta (Ding et al., 2022).

Brace et al. (2018) propone que existen hasta ocho vias potenciales a través de las
cuales el agua y/o los solutos pueden entrar y/o salir del LA. Tanto la reabsorcién por la
membrana amnidtica, como la transferencia placentaria de agua de la circulacion fetal a
la materna, estdn mediadas por canales de agua transmembrana compuestos por proteinas
acuaporinas (Luo et al., 2018).

La diferencia de presion osmética entre el LA y la sangre fetal impulsa el transporte
del liquido a la circulacion sanguinea fetal. Las necesidades de agua del feto se satisfacen
principalmente a partir de la circulacion materna, lo que sugiere la necesidad de aumentar
el flujo de agua de la placenta a medida que avanza la gestacion. Las acuaporinas pueden
participar en la homeostasis de intercambio de fluidos entre la madre y el feto. Las
alteraciones en el volumen del LA se asocian con los conceptos de polihidramnios o el de
oligohidramnios, claramente relacionados con patologias graves que pueden provocar

anomalias fetales o mortalidad perinatal (Ding et al., 2022).



3. OBJETIVOS

El objetivo general de este Trabajo Fin de Grado es la revision de los estudios que
cuestionan el microbioma prenatal apostando por un fendmeno de contaminacion, y, por
el contrario, los hallazgos que han puesto en duda el dogma del utero estéril mediante
sistemas tradicionales de cultivo o mediante enfoques de secuenciacion de nueva
generacion en muestras de placenta, LA, meconio e incluso tejidos fetales. Esto se ha
llevado a cabo mediante una serie de objetivos especificos:
- Descripcion detallada de la formacion y composicion del LA
- Revision de las metodologias empleadas para la deteccion e identificacion de

microorganismos en el LA

- Revision de los estudios que apoyan la esterilidad del LA
- Recopilacion de los estudios que indican microbiota del LA

- Relacion entre los microorganismos del LA y las alteraciones inmunologicas del feto.

4. METODOLOGIA
Para la elaboracion de este Trabajo Fin de Grado se han realizado distintas bisquedas
en diversos articulos de revista obtenidos a través de consultas en Pubmed, Dialnet,

Scopus, Scielo y Web of Science.
Las palabras para la busqueda han sido: “microbiota”, “microbiome”, “amniotic
fluid”, “sterile sites human body”, “amniotic fluid and culture of microorganisms”,
“sterile amniotic fluid”, “sterile uterus”y “microbiota amniotic fluid”.

Los criterios de seleccion o filtros utilizados fueron: free full text y 5 years. Las

busquedas se han realizado en inglés y espafiol.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Metodologia para la extraccion del LA y la identificacion microbiana

Para proceder al analisis del LA se requiere en primer lugar la extraccion de este,
que se realiza en recipientes estériles mediante diferentes procedimientos en funcion del
periodo del embarazo en el que se encuentre. Entre las 15 y 20 semanas de gestacion se
realizard mediante una amniocentesis, extrayendo el LA de la cavidad uterina con una
aguja por via transabdominal (Jindal et al., 2021; Bhatti et al., 2022). En el caso de las

muestras del LA de partos a término, tras la rotura de membranas en el momento del



alumbramiento, se recogen las muestras mediante la ruptura de la bolsa con lancetas. En

el caso de las cesareas, se suele realizar mediante incisiones y extraccion con sondas.

5.1.1. Métodos fenotipicos

Los métodos fenotipicos se basan en las caracteristicas observables de las bacterias
como son las propiedades metabolicas y bioquimicas, su morfologia y su desarrollo. La
eleccion correcta del medio de crecimiento y las condiciones, son cruciales durante el
proceso de cultivo (Bou et al., 2011). Para garantizar el crecimiento y aislamiento de
bacterias aerobias y anaerobias en el LA, los medios de cultivo requieren de fuente de
energia, carbono, nitrégeno, algunas sales, oligoelementos y agua. En algunas ocasiones,
también sera necesario adicionar otras sustancias como vitaminas o aminoacidos
esenciales (Fernandez et al., 2010). Se recomienda el uso del medio Gifu Anaerobic Broth
(Gotoh et al., 2017) para el cultivo de anaerobios y el agar Brain Heart Infusion (BHI)
para aerobios. No obstante, se pueden usar el agar chocolate, el agar triptona-soja con un
5% de sangre de oveja o el agar MacConkey. Posteriormente, las placas aerobicas se
incuban a 35-37°C en una camara con un 8% de CO; y las placas anaerobicas a la misma
temperatura, pero con un 5% de CO», un 10% de hidrogeno y un 85% de nitrégeno
durante al menos 4 dias. En el caso de sospecha de micoplasmas se puede utilizar el kit
de prueba Mycofast® (Romero et al., 2019).

Aunque la realizacion y el coste de las técnicas fenotipicas son bastante asequibles,
no son métodos aplicables para la identificacion de bacterias directamente de las muestras
(del Rio et al., 2019).

Otra forma de detectar y analizar las bacterias es mediante microscopia.
Concretamente para estudiar las bacterias del LA mediante esta técnica, se necesita un
procesamiento, por lo que han de pasarse por un filtro estéril de 15 um y centrifugarse a
2300 g durante 5 minutos a temperatura ambiente, desechando el sobrenadante. El fijador
para la microscopia electronica se debe afiadir cuidadosamente al sedimento celular (2,5%
de glutaraldehido en tampon fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4) y tras la fijacion durante 2 horas
a 4°C, el pellet celular se debe lavar suavemente con tampon de lavado para microscopia
electronica 1X (tampon fosfato de Sorensen 0,2 mol/L, pH 7,4) (Gomez-Lopez et al.,
2017). En la Figura 3 se observa al microscopio, una muestra in vivo del LA con
neutr6filos en mujeres con infeccion intraamnidtica. Asimismo, Galaz y colaboradores
(2020), realizaron un procedimiento similar al anterior y han conseguido evaluar la

composicion celular del LA mediante microscopia de fluorescencia, microscopia



electronica de barrido y de transmision, y citometria de flujo, consiguiendo conocer los
neutrofilos asociados a bacterias viables y no viables, los neutréfilos que realizaban

fagocitosis, los monocitos/macréfagos y células TCD4+.
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Figura 3. Muestra del LA observada a través de un microscopio electrénico en la que se distingue la

ingestion de bacterias por los nucleofilos indicada por flechas rojas (Gomez-Lopez et al., 2017).

5.1.2. Métodos moleculares

Las técnicas moleculares se caracterizan por ser pruebas rapidas, sensibles y por
permitir analizar diversas muestras a la vez, aunque es cierto que son costosas y necesitan
personal especializado para su realizacion (Papatheodorou et al., 2021). Los beneficios
que son capaces de aportar estas pruebas han generado que se conviertan en los métodos
de referencia.

En los métodos moleculares se han usado una gran diversidad de genes como
dianas moleculares. El andlisis del acido ribonucleico ribosémico (ARNr) 16S es el
marcador inicial y unico presente en casi todas las bacterias para realizar una
identificacion mads precisa, aunque es cierto que en determinadas ocasiones en las que
existe una alta homologia genética o un cambio en la asignacion taxondmica, no puede
realizarse este analisis. En estos casos, se puede recurrir a otras dianas para realizar la
asignacion de especies, como pueden ser la subunidad B de la ARN polimerasa, la
subunidad B de la ADN girasa, la superoxido dismutasa y el gen del ARNr 23S o incluso
el 5S (Bou et al., 2011; del Rio et al., 2019). En el caso de anélisis del LA, es interesante



la amplificacion de la region V4 del gen ARNr 16S con los cebadores 515F/806R para
caracterizar y comparar las comunidades bacterianas (Romero et al., 2019).

Para llevar a cabo esta metodologia, se realiza el cultivo y la extraccion del ADN
una vez aislados los microorganismos. Sin embargo, conlleva mucho tiempo y a menudo
su resultado es negativo ya que muchas especies microbianas no son cultivables
(Marchocki et al., 2018).

La secuenciacion masiva es una técnica que permite determinar la microbiota, el
microbioma y el metagenoma de una muestra clinica mediante genémica comparada. Esta
técnica ha ayudado a la evolucidn de la microbiologia puesto que ha conseguido disminuir
los costes y el tiempo de analisis. Existen 4 etapas principales: 1) la extraccion del ADN
de la muestra o aislado, 2) la preparacion de las bibliotecas o librerias, 3) la secuenciacion
propiamente dicha y 4) el andlisis bioinformatico e interpretacion de los resultados
(Figura 4). La secuenciacion masiva se puede realizar secuenciando pequeiios
fragmentos del ADN o amplicones previamente amplificados (targeted sequencing), o
bien secuenciando todo el ADN previamente fragmentado de forma aleatoria (shotgun

sequencing) (Hernandez et al., 2020).
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Figura 4. Representacion grafica de las etapas de la secuenciacion masiva (Hernandez et al., 2020).



5.1.3. Métodos proteémicos

Los métodos protedmicos se basan en el estudio y la caracterizacion del agregado
de proteinas expresadas por un genoma (proteoma) haciendo uso de técnicas como la
espectrometria de masas (EM) y la electroforesis (Bou et al., 2011; Hokstad, 2021).

Un estudio llevado a cabo por Fédou y colaboradores (2020) sometieron muestras
del LA y de orina fetal para analizar la abundancia de péptidos endogenos con la
electroforesis capilar acoplada a EM. Recientemente, autores como Jung y colaboradores
(2021) han utilizado estas técnicas de EM por ionizacion de electrospray para el estudio

del LA, consiguiendo detectar los acidos nucleicos de bacterias, virus y hongos.

5.2. Controversia sobre la esterilidad del liquido amnidtico

La existencia de microbiota en el LA de los mamiferos es debatida y requiere una
demostracion de la exposicion del feto a los microorganismos y su colonizacion en el
utero. También requiere de la identificacion del papel de los microorganismos
intraamniodticos en el desarrollo inmunitario del feto y en el desarrollo del embarazo
(Winters et al., 2022).

A lo largo de la historia, se han ido desarrollando distintas teorias por las que se
adquiere la microbiota humana durante el desarrollo fetal y en los primeros instantes de

vida, tal y como se puede observar en la Figura S.

A STERILE WOMB PARADIGM B /N UTERO COLONIZATION HYPOTHESIS
Fetus and placenta are sterile. The placenta harbors its microbiome.
The gut microbiome is acquired after birth. Colonization of the gut begins in utero.

VAGINAL OR CESAREAN
DELIVERY

Figura 5. Teorias sobre la adquisicion de la microbiota humana (Perez-Muiioz et al., 2017).
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En la segunda mitad del siglo pasado, se lleg6 al consenso de que el feto se
mantenia en un estado estéril en un embarazo sano. Por otro lado, la hipdtesis de la
colonizacidn en el utero plantea que algunos microorganismos que estan presentes en el
microbioma intestinal de los bebés se adquieren antes del nacimiento, probablemente a
través del contacto con el microbioma de la placenta, que como se ha indicado se origina
en el microbioma intestinal u oral de la madre. En el estudio llevado a cabo por Pérez-
Muiioz y colaboradores (2017) la microbiota de los bebés nacidos por via vaginal resultd
parecida a la microbiota de la vagina de la madre, mientras que la microbiota de los bebés

nacidos por cesarea fue analoga a la de la piel de la madre.

5.2.1. Utero estéril

Desde la segunda mitad del siglo XX, la cavidad intraamnidtica se ha considerado
estéril. Ya en 1885 Theodor Escherich consigui6 describir que el meconio estaba libre de
bacterias viables, sugiriendo que el feto humano se desarrolla en un entorno estéril.

Se han descrito tres tipos de barreras anatomicas en la placenta que impiden el
acceso de los invasores bacterianos a la circulacion fetal: el sincitiotrofoblasto, los
citotrofoblastos y los trofoblastos extravellosos. Ademas, la membrana basal también
sirve de barrera fisica que evita la invasion bacteriana (Figura 6). Cerca de los
trofoblastos extravellosos se encuentran las células inmunitarias maternas y las
inmunoglobulinas para ayudar a la defensa contra las agresiones microbianas puesto que
proporcionan mecanismos de defensa innatos y poseen propiedades bactericidas. Existen
algunas bacterias patdgenas como pueden ser Listeria monocytogenes o Brucella abortus
que tienen los factores necesarios para invadir con €xito estas barreras, alterar la respuesta
inmunitaria y establecerse en la placenta como organismos viables (Perez-Muioz et al.,

2017).
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Figura 6. Representacion esquematica de las barreras placentarias anatomicas, fisiologicas e

inmunoldgicas que limitan la invasion microbiana (Perez-Mufioz et al., 2017).

Autores como Liu y colaboradores (2020) apoyan la esterilidad del utero y
remarcan la importancia de tener en cuenta la inevitable ocurrencia de contaminacion
ambiental, la contaminacion de los reactivos durante todo el proceso experimental o
durante el momento del parto. Por otro lado, otras investigaciones refieren que las
muestras para el estudio del entorno intrauterino se recogen en un entorno clinico (sala
de urgencias, de partos o quir6fano) lo que hace dificil evitar la contaminacion (Pérez-
Muifioz et al., 2017). Estos estudios indican por ello, la necesidad de tener en cuenta el
tiempo transcurrido después del parto para investigar la presencia de bacterias en estas
muestras, puesto que, por ejemplo, el meconio temprano no contiene bacterias
detectables, mientras que las muestras mas tardias si.

Sterpu y colaboradores (2021) compararon las muestras recogidas de mujeres que
no estaban de parto con las tomadas de mujeres que tuvieron partos vaginales y por
cesarea a término, para investigar la existencia y el origen de los microorganismos en la
placenta. Solo se detectaron bacterias esporadicas que no representaron un microbioma
propio y fueron mas abundantes en las muestras de tejido placentario procedentes de
partos vaginales que en los experimentos de cultivo procedentes de partos por cesarea. El
analisis basado en la secuencia de muestras con bajos niveles de ADN no es fiable porque
los reactivos y los componentes de los kits pueden contener ADN bacteriano. De hecho,

se ha podido obtener una lista de taxones bacterianos presentes en reactivos que se
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detectan en los controles negativos (Figura 7) en la que se incluyen taxones descritos
tanto en bebés nacidos por via vaginal como por cesarea y muestran un solapamiento con
los géneros encontrados en el microbioma del intestino de los adultos, en la placenta o
como contaminantes (Perez-Mufioz et al., 2017). Ademas, Theis y colaboradores (2019)
describieron que la contaminacion de los reactivos también puede afectar a los resultados
de los estudios de las muestras de baja biomasa microbiana que utilizan el amplicon del
gen del ARNr 16S o la secuenciacion por metagendmica. Estos resultados han sido
corroborados por otros estudios mas recientes basados en la metagendmica, que a pesar
de la contaminacion de acidos nucleicos microbianos -introducida por la manipulacion de
las muestras, tampones y reactivos- no consiguieron encontrar acido nucleico de
microorganismos detectable de forma fiable en sus muestras, siendo un resultado

coherente con la hipdtesis del utero estéril (Wang et al., 2022).
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Figura 7. Diagrama de Venn con los géneros bacterianos contribuyen al microbioma intestinal del
bebé, comunidades de bacterias de la placenta, los géneros bacterianos encontrados en la lista de

reactivos y los géneros encontrados en el microbioma del intestino de adultos (Perez-Muiioz et al.,

2017).
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Otro estudio llevado a cabo por Liu y colaboradores (2020), evalué el naimero de
copias del gen del ARNr 16S en las muestras del LA, comparandolos con las de heces y
muestras vaginales. Para ello utilizaron controles tanto en el procedimiento de extraccion
como mediante el uso de blanco muestra control (Figura 8). Aunque las muestras del LA
contenian un mayor numero de copias del gen 16S que las muestras de control de
extraccion y de blanco, concluyeron que no se observaron diferencias significativas entre
las muestras del LA y de control, por lo que fueron consideradas como posible
contaminacion. De igual forma, Rehbinder y colaboradores (2018) utilizaron la
secuenciacion por amplicon del gen ARNr 16S encontrando géneros asociados a la

contaminacion regular y de laboratorio.
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Figura 8. Comparacion del nimero de copias del gen del ARNr 16S entre las muestras del LA, heces

e hisopos vaginales (Liu et al., 2020).

Para identificar las posibles unidades taxondmicas operativas (UTO) que son
exclusivas de las muestras del LA, es necesario realizar un analisis secundario,
eliminando las sefales de fondo en las muestras de control negativo. El estudio de Liu y
colaboradores (2020) contempl6 que entre las 22 UTO bacterianas encontradas, 14 de
ellas se encontraban en las muestras del LA, y 10 de ellas (Adhaeribacter, Roseburia,
Delftia, Sutterella, Bifidobacterium, Corynebacterium, Pseudonocardia, Dialister,
Bdellovibrio e lamia) se encontraron tan solo en una de las muestras estudiadas, lo que
sugiere que serian contaminantes. Ademas, los géneros Pseudonocardia, Dialister,
Bdellovibrio e lamia suelen encontrarse en el suelo lo cual es significativo de
contaminacion. En cambio, Bacteroides, Propionibacterium, Faecalibacterium 'y
Ruminococcus se encontraron en mas de 2 de las muestras del LA, lo que se considero

ecologicamente estimable, ya que el origen podria ser la vagina, el intestino o la piel
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humana. Las 4 UTO bacterianas se identificaron en 9 muestras del LA, de las cuales 8
procedian de la concepcion por fecundacion in vitro y una de ellas de la concepcion

espontanea tal y como se puede observar en la Figura 9 (Liu et al., 2020).
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Figura 9. Mapa de calor de las UTO bacterianas en muestras del LA (Liu et al., 2020).

La mayoria de los autores no identificaron una poblacién de microorganismos en
el LA de embarazos a término sanos diferentes en concentracion o contenido de las
secuencias amplificadas de los controles negativos. Por tanto, los hallazgos representan
la contaminacion de la muestra durante el procedimiento de recoleccion o el
procesamiento de laboratorio en lugar de una colonizacion o infeccion temprana.

Por otro lado, estudios realizados por Liu y colaboradores (2020) y Pérez-Muioz
y colaboradores (2017) no consiguieron identificar la presencia de microorganismos en
el LA por multiples metodologias, como por ejemplo mediante cultivos, la reaccidon en
cadena de la polimerasa cuantitativa (PCRq) o la secuenciacion del gen ARNr 16S.
Exponen que el LA es estéril, aunque contenga ADN bacteriano ya que es necesario
demostrar la viabilidad microbiana. Es por eso por lo que plantean como posibilidad que
en la placenta solo haya productos bacterianos, incluido el ADN, y no bacterias vivas, ya

que en el LA existen péptidos antimicrobianos. Ademas, cuestionan la hipdtesis de la
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colonizacidn en el utero puesto que esta se basa en estudios que utilizaron enfoques
moleculares con un limite de deteccidon insuficiente para estudiar las poblaciones
microbianas de baja biomasa. Ademas, estas técnicas carecen de controles apropiados
para la contaminacion y aportan pruebas de la viabilidad bacteriana.

Theis y colaboradores (2019) a través de maultiples técnicas, no encontraron
pruebas consistentes y reproducibles de la existencia de una microbiota placentaria a
término. Este estudio refuerza los argumentos a favor de la necesidad de incorporar
muestras de control técnico en los estudios de muy baja biomasa microbiana, para lo que
habré que optimizar las técnicas de cultivo y los enfoques de estudio molecular. A su vez,
Stinson y colaboradores (2019) indicaron que la exposicion fetal a bacterias no viables o
subproductos puede influir en el desarrollo inmunologico del feto (Stinson y col., 2019b).

La Tabla 1 recopila los estudios recientes apoyando que el feto sano se desarrolla

en un utero libre de microbiota y en los que se han utilizado diferentes metodologias.

Tabla 1. Estudios que apoyan la esterilidad del LA.

Autores Hallazgos

Argumentaron que las pruebas que apoyan la hipdtesis de la colonizacion en el
utero son muy débiles ya que:
- Se basan en enfoques moleculares inadecuados para estudiar poblaciones
microbianas de baja biomasa.
Perez-Muiioz et al., 2017 o
- Carecen de controles para la contaminacion
- No proporcionan pruebas de viabilidad bacteriana
- Laposibilidad de obtener animales axénicos por cesareas apoya la esterilidad

del entorno fetal en los mamiferos.

Describieron que no existen cambios entre la microbiota bacteriana del LA con
Limetal., 2018 respecto a los controles tras el analisis del LA de 24 embarazos a término sin

complicaciones y usando métodos de secuenciacion de nueva generacion.

. Demostraron la ausencia de bacterias en el entorno fetal durante el tercer trimestre
Malmuthuge y Griebel, 2018 . o )
del embarazo utilizando la secuenciacion del amplicon 16S.

Observaron que ninguna de las muestras de membranas intactas tenian crecimiento
Rehbinder et al., 2018 bacteriano y que la colonizacion comienza tras las contracciones uterinas y la

rotura de la membrana amniotica.

Analizaron muestras de tejido decidual y del LA y confirman la presencia de
Zhu et al., 2018 . . .
microorganismos cultivables en la placenta, pero no en el LA.

Indicaron que no existe evidencia de la presencia de bacterias en la gran mayoria
De Goffau et al., 2019 de las muestras de placenta de embarazos (complicados y no complicados) y que

la adquisicion de bacterias sucede durante el parto o por contaminacion.
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Consideraron el tejido placentario y no pudieron encontrar diferencias en la
Theis et al., 2019 abundancia y/o presencia de una microbiota entre este y los controles técnicos de

fondo.

Cultivaron muestras de placenta sin observar crecimiento bacteriano y mediante la

inmunohistoquimica mostraron recuentos bacterianos insignificantes, por lo que
Kuperman et al., 2020 ) o i )

apoyan que el utero es estéril y en el caso de existir, la microbiota seria de una

biomasa extremadamente baja.

) No identificaron microorganismos mediante diferentes metodologias en el LA de
Liu et al., 2020 .
embarazos en el tercer trimestre.

Determinaron que el aislamiento de microorganismos en muestras del LA en

ausencia de inflamacion intraamnidtica, es indicativo de contaminacion de la
Jung et al., 2021 o ) )

muestra durante el procedimiento de recogida o durante el procesamiento en el

laboratorio, mas que una colonizacion o infeccion temprana.

Analizaron el microbioma placentario en 76 embarazos a término y encuentran

especies bacterianas que podrian deberse a la contaminacion o a la presencia de
Sterpu et al., 2021 ] ] o

bacterias de bajo grado en algunas localizaciones pero, que no representan un

microbioma placentario por si mismo.

Demostraron mediante la metagenomica, que el LA humano no tiene ni viroma ni
Wang et al., 2022 ) ) ) ) )
microbioma, apoyando la hipotesis del utero estéril.

5.2.2. Microbioma del liquido amnidtico y placenta

Hasta la segunda mitad del siglo XX se creia que la cavidad uterina era estéril y la
colonizacidon bacteriana se consideraba un hallazgo patoldgico, se utilizaban técnicas
tradicionales basadas en cultivos y microscopia para evaluar el microbioma. Una de las
mayores criticas dirigidas a la consideracion del microbioma intrauterino era la posible
contaminacion durante la recogida de las muestras uterinas por la microbiota
cervicovaginal. En un estudio muy reciente, las muestras fueron tomadas con un método
particular basado en el uso combinado de dos catéteres especificos y una desinfeccion
tisular precisa; por tanto, se corrobora que el proceso podria considerarse aséptico. La
existencia de una microbiota intrauterina, caracterizada por una notable estabilidad entre
la fase folicular y la latea ha sido demostrado recientemente (Coscia et al., 2021; Toson
et al., 2022).

Hay distintas hipdtesis sobre la colonizacion uterina, ya que pueden llegar desde
el intestino, la cavidad oral, el torrente sanguineo, la ascension por via vaginal, asi como
por la unidén de microorganismos en los espermatozoides humanos, o bien, podria ocurrir
potencialmente a través de procedimientos de tecnologia de reproduccion asistida o por

la colocacién de dispositivos anticonceptivos. Independientemente de su origen, la
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investigacion demuestra consistentemente que el microbioma uterino es muy diverso y
esta escasamente poblado en comparacidn con el tracto genital, pero su composicién atin
no se ha descifrado por completo (Toson et al., 2022).

Se ha conseguido establecer que el LA y la placenta alberguen un microbioma
propio y Unico y, por tanto, de lugar a un cambio en la hipdtesis de la colonizacion del
utero. Esto repercute en nuestra comprension del establecimiento de un microbioma
humano pionero, su papel en la salud humana, estilo de vida, asi como en las practicas
clinicas como las cesareas, que actualmente se cree que interrumpen la transmision de los
microorganismos (Blaser and Dominguez-Bello, 2016; Beckers and Sones, 2019; He et
al., 2020).

Se han realizado estudios teniendo en cuenta las caracteristicas anatdmicas,
inmunoldgicas y fisiologicas de la placenta y del feto, las limitaciones de los métodos de
investigacion utilizados previamente y el microbioma durante los primeros dias de vida.
La llegada de las nuevas técnicas de secuenciacion han permitido que muchos estudios
describieran diferentes comunidades microbianas dentro de la cavidad uterina, aunque no
esta claro donde se originan (Toson et al., 2022).

William y colaboradores (2021) estudiaron mediante las secuencias del gen ARNr
16S la placenta de gemelos y entre ambos gemelos, para ver si tenian un microbioma
similar al microbioma placentario. Confirmaron que los géneros microbianos y su
abundancia dentro de la placenta de un gemelo era distinta, y a su vez, diferente entre las
muestras del microbioma de la placenta de ambos gemelos entre si.

También se ha estudiado la microbiota del meconio y se ha observado que
contiene bacterias similares a las que se encuentran en el LA, por lo que se ha propuesto
que la colonizacion del intestino fetal podria producirse a través de la ingestion del LA
que contiene bacterias (Collado et al., 2016). Otro estudio investigd especificamente la
transferencia microbiana prenatal y neonatal en una serie de muestras maternas usando la
secuenciacion del gen ARNr 168S, técnicas de cultivo y PCRq. Detectaron poblaciones
microbianas en el LA que eran bajas en abundancia, riqueza y diversidad, y que
compartian similitudes con las poblaciones microbianas encontradas en la placenta.
Enterobacter, Escherichia, Shigella y Propionibacterium fueron los géneros mas
prevalentes presentes tanto en la placenta como en el LA. También se observaron
similitudes entre las poblaciones microbianas encontradas en el calostro y el meconio, es

decir, los autores plantearon la hipdtesis de que los microorganismos intestinales
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maternos pueden transportarse selectivamente a la gldndula mamaria, a la placenta y al

LA, contribuyendo asi a una colonizacion inicial del intestino fetal en el ttero.

He y colaboradores (2020), utilizando el software SourceTracker, realizaron un
analisis de las comunidades microbianas de la madre y del feto. El andlisis revelo que el
8,03 + 2,73% de las UTO del meconio coincidian con las muestras maternas (Tabla 2).
Los 39 pares de muestras madre-neonato pudieron clasificarse en 10 grupos en funcioén
de sus patrones de coincidencia de UTO. Las muestras de meconio y del LA compartieron

el mayor nivel de UTO comunes (4,12 + 1,57).

Tabla 2. Agrupacion de los pares madre-neonato en funcién de los patrones de intercambio de UTO

(He et al., 2020).

Proportion of matching OTUs (%)

Types of maternal

Number of meconium samples that shared OTUs with
Group AF MV MF MS samples in the group the meconium sample
1 5.50 1.69 217 0.00 19 AF, MF, MV
2 0.00 0.00 0.00 0.00 7 None
3 0.64 0.26 0.00 0.00 4 AF, MV
4 20.03 1.45 0.00 1.06 2 AF, MS, MV
5 6.41 21.08 14.50 048 2 AF, MF, MS, MV
6 0.15 0.00 0.00 0.00 1 AF
7 0.00 0.00 0.00 0.31 1 MS
8 0.13 0.00 0.20 0.00 1 AF, MF
9 0.20 0.00 0.00 0.31 1 AF, MS
10 0.1 0.00 0.14 0.10 1 AF, MF, MS

Mean+SEM 412 +157° 201 +1.14%° 1.81 + 1.04° 0.10 £ 0.05 €

Different superscript letters indicate significant differences between groups (P < 0.01 in all cases; Kruskal-Wallis test). Amniotic fluid, AF; maternal feces, MF;
vaginal fluid, MV; maternal saliva, MS.

En todos los grupos de muestras analizadas se identificaron UTO especificas,
detectadas exclusivamente en un tipo de muestra, lo que apoya la existencia de un
subconjunto de microbiota especifico en el LA. Los pares de muestras de LA-heces
maternas, LA-liquido vaginal y LA-meconio compartieron 11, 3 y 2 especies comunes,
respectivamente, como se indica en la Figura 10. Las muestras de saliva materna tenian
el mayor nimero de tipos de UTO especificas de la muestra (147 tipos; 146 especies
identificadas), seguidas de las muestras del LA, meconio, heces maternas y liquido

vaginal.
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Figura 10. Diagrama de Venn que presenta las especies comunes en los diferentes tipos de muestra.
IF: meconio; AF: liquido amniotico; MF: heces maternas; MS: saliva materna; MV: flujo vaginal (He

et al., 2020).

Aunque estudios anteriores confirmaron que no existe una contaminacion
microbiana vaginal secundaria evidente, varios estudios han informado de diferencias
significativas en la diversidad y la composicion entre los bebés nacidos por via vaginal y
los nacidos por cesarea (Bickhed et al., 2015).

La colonizacion bacteriana humana comienza durante la vida fetal, en oposicion
al paradigma anterior del “atero estéril” (Coscia et al., 2021). Por lo tanto, el proceso de
colonizacidn temprana por un microbioma “sano” estd emergiendo como un determinante
clave de la salud de por vida. Se ha demostrado que las comunidades microbianas
residentes en el intestino humano y otros 6rganos modulan las respuestas inmunitarias
tanto innatas como adquiridas (Peroni et al., 2020).

Por ultimo, existe un estudio llevado a cabo por Toson y colaboradores (2022) que
revisa la microbiota uterina, como se correlaciona con la concepcion humana -indicando
el valor de una microbiota endometrial saludable- y como los cambios en su composicion
podrian afectar a la fertilidad de la madre. El conocimiento de esta microbiota permitiria

establecer un tratamiento personalizado, a través del manejo del microbioma durante las
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terapias de reproduccion asistida, lo que en ultima instancia conduciria a la mejora de los
resultados clinicos. Otros estudios recientes como los de Bolte et al. (2022), establecen
que las exposiciones ambientales durante el embarazo y la lactancia pueden causar
modificaciones en nuestro metagenoma y/o microbioma, aumentando el riesgo de
enfermedades en la infancia y la edad adulta. En la Tabla 3, se resumen los estudios
recientes que utilizan diferentes metodologias para apoyar la existencia del microbioma

en el utero.

Tabla 3. Estudios que apoyan la existencia del microbioma en el entorno fetal.

Autores Hallazgos

Declararon que:
) - Existe una microbiota placentaria con baja biomasa
Gschwind et al., 2018 ) )
- El origen de las patologias del embarazo podrian ser la consecuencia del

desequilibrio de dicha microbiota.

Destacaron la relacion entre el microbioma masculino y femenino con la formacion
Schoenmakers et al., 2019 L o )
y la composicion de un microbioma placentario y fetal.

Relacionaron la microbiota del meconio del recién nacido y del LA de gestantes

) mediante la secuenciacion del gen ARNr 16S y destacan que el ADN bacteriano y
Stinson et al., 2019a ) ) .

los acidos grasos de cadena corta estan presentes en el Utero y tienen el potencial de

influir en el sistema inmunitario del feto en desarrollo.

Confirmaron la presencia de una firma de ADN del microbioma fetal humano en el
Al etal., 2020 . .
primer trimestre de embarazo.

Investigaron la microbiota de diferentes lugares del cuerpo humano y detectaron
He et al., 2020 ) ] ) ) ) )
microbiota en el meconioy en el LA, siendo el LA el que mas contribuyd al meconio.

Establecieron que los factores prenatales y perinatales actualmente identificados
Coscia et al., 2021 influyen en la microbiota neonatal, antes de la concepcion, durante el embarazo y

antes y después del parto.

Concluyeron tras realizar una revision bibliografica que la etiologia del parto
Hornova et al., 2021 prematuro es multifactorial, que la cavidad uterina ya no esta exenta de colonizacion

y que la formacion de la microbioma fetal comienza al principio del embarazo.

Describieron que el microbioma intestinal del feto es diferente del microbioma de la
Williams et al., 2021 placenta, de la piel, la vagina y las heces de la madre. Han logrado identificar

claramente un microbioma placentario distinto.

Explicaron que una microbiota endometrial fisioldgica y saludable se considera un
Toson et al., 2022 grupo de microorganismos permisivo para la implantacion del embrion y el

nacimiento vivo.
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5.2.3. Consecuencias inmunolégicas de la microbiota en el liquido amniotico

En la placenta hay numerosos agentes, células y moléculas inmunitarias que
garantizan la proteccion contra los invasores bacterianos, como pueden ser los receptores
tipo Toll, los péptidos antimicrobianos y las inmunoglobulinas. Sin embargo, en la
actualidad, no existen conclusiones evidentes de cémo un feto inmunologicamente
inmaduro podria controlar con éxito las bacterias viables para prevenir las infecciones
(Pérez-Muiioz et al., 2017).

Los microorganismos pueden llegar al feto por ascenso desde la vagina o el cuello
uterino, sembrarse por via hematogena desde fuentes no genitales, o bien, por una
disbiosis del tracto genital (Bagga and Arora, 2020; Liu et al., 2020). Estas alteraciones
pueden dar lugar a resultados adversos en la gestacion poniendo en riesgo la vida de la
madre y del feto:

e Parto prematuro: estudios recientes que siguen una linea de investigacion similar,
han utilizado técnicas como la secuenciacion del gen ARNr 16S para comparar el
microbioma vaginal de las mujeres con parto prematuro, con las que dan a luz a
término. Concluyen que existen microbiomas especificos en mujeres con parto

prematuro (Bagga and Arora, 2020).

e Corioamnionitis: trastorno especifico del embarazo que se puede definir como la
inflamacion e infeccion de las estructuras intrauterinas, amnios y corion.
Generalmente suele estar causada por bacterias, hongos y virus patdogenos que
podrian infectar al feto a través de una transmision transplacentaria (Sket et al.,

2021).

e Infeccion intraamniotica: es uno de los trastornos mas destacables. Se trata de una
condicion clinica que se caracteriza por un proceso inflamatorio local y, a veces,
sistémico, causado por la invasion microbiana de la cavidad amnidtica.
Afortunadamente, los neutréfilos del LA pueden fagocitar a la mayoria de las
bacterias que se encuentran en el utero de las mujeres con infeccion intraamniotica,
por lo que proporcionan un mecanismo de defensa del huésped (Gomez-Lopez et

al., 2017)
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e Preeclampsia: hipertension de nueva aparicion durante la segunda mitad del

embarazo. Esta patologia podria ser la consecuencia de una infeccion patogena o

de una disbiosis de la microbiota del LA y de la placenta, como la que presentaban

las madres del estudio de Beckers y Sones (2019). En estas muestras se detectaron

una serie de bacterias distintas a las presentes en un microbioma sano (Tabla 4) que

podrian ser las causantes de esta patologia.

Tabla 4. Microbioma de la placenta sana comparada con el microbioma relacionado con la

preeclampsia (Beckers and Sones, 2019).

Healthy Placental Microbiome

PE-Related Microbiome*

Firmicutes
Clostridium
Enterococcus spp.
Lactobacillus crispatus
Staphylococcus spp.
Bacillus
Lachnospiraceae
Lactococcus
Lysinibacillus
Solibacillus
Sporosarcina
Streptococcaceae
Streptococcus agalactiae
Unclassified Bacillales
Ureaplasma parvum
Ureaplasma urealyticum
Veillonellaceae
Actinobacteria
Corynebacterium sp.
Propionibacterium acnes
Bifidobacterium spp
Gardnerella spp.
Rhodococcus
Proteobacteria
Acinetobacter spp.
Enterobacter spp.
Escherichia coli
Hemophilus parainfluenzae
Neisseria spp.
Nitrobacter
Bacteroidetes
Bacteroidales
Prevotella melaninogenica

Fusobacteria
Fuscobacterium spp.
Spirochaetes

Anoxybacillus sp.
Bacillus cereus
Listeria sp.
Dialister sp.

Actinobacillus actinomycestemconitans

Salmonella sp.
Escherichia sp.
Klesiella pneumonia
Variovorax sp.

Tannerella forsynthesis
Prevotella sp.
Porphyromonas sp.

Fusobacterium nucleatum

Treponema dentocola

Aunque la respuesta inmunitaria innata del LA y de la membrana amnidtica es un

proceso complejo, no significa que una infeccidon no pueda resolverse. Es vital que

entendamos la patogénesis de los diferentes microorganismos y la participacion variable

del sistema inmunitario innato del LA y de la membrana amniética (Sket et al., 2021).
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6. CONCLUSIONES

1.

La controversia sobre la existencia del microbioma fetal y la influencia en el desarrollo
fetal esta en auge, por lo que se estan llevando a cabo numerosos estudios para
dilucidar esta microbiota que requiere de metodologias mas precisas que optimicen su

deteccion e identificacion.

La teoria del utero estéril se apoya en un fenomeno de contaminacion de las pruebas,
en la colonizacion microbiana en el momento del parto o en la dificultad para recoger

las muestras y procesarlas en el laboratorio preservando la esterilidad.

Los estudios que apoyan la existencia de microbiota en el liquido amnidtico indican
que podria existir desde el primer trimestre de embarazo -e incluso desde momento de
la concepcion- influyendo en toda la vida del individuo, aunque la biomasa sea muy
baja. Esta microbiota del entorno fetal comparte caracteristicas bastante similares con

la microbiota del meconio.

La tendencia actual estd encaminada a establecer una correlacion del beneficio que el
microbioma ofrece en el desarrollo intrauterino, asi como las consecuencias negativas

que podrian dar lugar a infecciones en el feto o parto prematuro.

Son necesarios nuevos estudios para conocer de manera precisa la posible presencia y
la funcion de los microorganismos en el liquido amniotico tal y como definen en la
actualidad determinados autores que describen un microbioma del liquido amnidtico y

con ello, favorecer un embarazo lo mas seguro posible.
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