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1.1  Introduccién al parto pretérmino espontaneo.

El parto pretérmino, con una prevalencia del 12-13% de las
gestaciones en Estados Unidos y del 5-9% en Europa y otros paises

desarrollados, es la causa mas frecuente de morbimortalidad neonatal

[1].

A pesar de la introduccion de tocoliticos y del conocimiento actual
sobre los factores de riesgo y los mecanismos relacionados con el
parto pretérmino, las tasas de prematuridad no sélo no se han reducido
sino que, en la mayoria de paises industrializados, el porcentaje de

partos pretérmino ha experimentado un aumento.

Asi, en Estados Unidos la proporcién de partos pretérmino en
1981 era del 9.5% incrementandose al 12.7% en 2005, en parte,
consecuencia de la prematuridad derivada del aumento en la tasa de
gestaciones multiples por el auge en las técnicas de reproduccion

asistida [1] (Figura 1).
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Figura 1: Porcentaje de los partos clasificados como pretérmino en Estados Unidos:
1981-2004. Martin JA, Kochanek KD, Strobir. Goldenberg RL. Lancet 2008.
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El parto pretérmino es responsable de uno de cada cinco nifos
con retraso mental, uno de cada tres nifnos con alteraciones visuales, y
casi la mitad de todos los nifios con paralisis cerebral [2]. Mejoras
prenatales como la maduracion pulmonar con corticoides o la
introduccion de antibidticos en la rotura prematura de membranas, y
mejoras postnatales como el surfactante, técnicas de ventilacion mas
efectivas y la nutricién neonatal han permitido, no obstante, mejorar la

supervivencia y la morbilidad neonatal de estos prematuros.

Existen diferentes clasificaciones del parto pretérmino. En funcion
del criterio clinico de la edad gestacional en el momento del parto,

definimos: [1]

(1) Prematuridad extrema, al parto pretérmino que ocurre
antes de las 28 semanas de gestacion. Representa un 5%

de los partos prematuros.

(2) Prematuridad severa, al que se produce entre las 28-31

semanas. Representa el 15% de los partos pretérmino.

(3) Prematuridad moderada, al que se produce entre las 32-
33 semanas. Representa el 20% de los partos

prematuros.

(4) Prematuridad leve, que representa la mayoria de partos
pretérminos (60-70%) y define al que se produce entre las

34-36 semanas de gestacion.
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El parto pretérmino también se clasifica en (1) electivo cuando se
finaliza de forma prematura por indicaciones maternas o fetales; (2)
espontaneo con membranas integras y (3) espontaneo secundario
a rotura prematura de membranas. Aproximadamente un 30-35% de
los partos pretérmino son electivos, el 40-45% son espontaneos con
membranas integras y el 25-30%, secundarios a una rotura prematura

de membranas (Figura 2).

Rotura prematura de
membranas
25%
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/ 45%

Parto pretérmino
electivo
30%

Figura 2. Precursores obstétricos del parto pretérmino. Goldenberg RL. Lancet
2008.

La etiologia del parto pretérmino espontaneo es multifactorial. En
la actualidad se define como un sindrome con multiples mecanismos
causales, que incluyen la infeccion o inflamacion, la isquemia
uteroplacentaria o hemorragia, la sobredistensién uterina, el estrés y
otros procesos mediados inmunoldgicamente [3] (Figura 3). Sobre la

etiologia infecciosal/inflamatoria se basara la presente Tesis Doctoral.
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Figura 3. Procesos patologicos implicados en el sindrome del parto pretérmino
espontaneo. Figura: Fuchs AR et al. Preterm Birth 1993. Romero R. Ann N Y Acad
Sci 1994.

1.2 Importancia de la infeccion del tracto genital inferior como

causa de parto pretérmino.

La bacteriuria asintomatica, la vaginosis bacteriana y la
colonizacion por Trichomonas vaginalis son factores de riesgo
infeccioso asociado a parto pretérmino. Por el contrario, la colonizacion
del tracto genital inferior por Mycoplasmas genitales, Candidas y
Streptococcus agalatiae no han demostrado ser causa de parto

prematuro [4].

El tratamiento antibidtico de la bacteriuria asintomatica durante la

gestacién es la unica intervencion asociada a una reduccién en el
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porcentaje de parto pretérmino [5]. El tratamiento de la Trichomonas
vaginalis en pacientes asintomaticas no ha demostrado reducir el
riesgo de parto prematuro [6, 7]. Respecto la vaginosis bacteriana, son
contradictorios los resultados de diversos ensayos clinicos acerca de la
eficacia del tratamiento antibidtico [8-10]. La revisidon Cochrane que
incluye 15 ensayos clinicos sobre 5888 mujeres [11] concluye que,
aunque el tratamiento antibiético pueda erradicar la vaginosis
bacteriana, éste no reduce el riesgo de parto pretérmino o rotura
prematura de membranas antes de las 37 semanas, en la poblacion
general o en aquellas gestantes con historia previa de parto
pretérmino. Una posible explicacion del fracaso antibiético es que su
accion se limita al tracto genital inferior sin alcanzar de forma efectiva
el espacio corio-decidual y, consecuentemente la cavidad amniética, de
modo que resulta ineficaz en la prevencién y/o tratamiento de la
corioamnionitis [12]. Sin embargo, existe evidencia que el tratamiento
precoz de la vaginosis bacteriana con clindamicina oral, antes de las 20
semanas, reduce de forma significativa el porcentaje de pérdidas

fetales tardias en la poblacion obstétrica general [10].

Erradicar la colonizacion de Mycoplasmas genitales en la vagina,
considerados los gérmenes que con mas frecuencia se aislan en la
infeccién intraamnidtica, no ha demostrado reducir ni el riesgo de
infeccion ni las tasas de prematuridad [7]. Tampoco es efectivo el
tratamiento contra Streptococcus agalactiae o Candidas en pacientes

asintomaticas colonizadas por estos gérmenes [6, 7].

En conclusion, en la actualidad la unica medida de cribado eficaz
para reducir el parto pretérmino en la poblacion obstétrica general es la

deteccion de la bacteriuria asintomatica. Sin embargo, quedan
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pendientes definir protocolos de cribado, de seguimiento y de

tratamiento 6ptimos para prevenir el parto prematuro.

1.3 Importancia de la infeccion intraamnidtica como causa de

prematuridad y mal resultado neonatal.

Hasta en un 31-40% de los casos, segun las series [1, 3], la causa
mas frecuente de parto pretérmino espontaneo continia siendo la
idiopatica. De las causas conocidas, la mas frecuente es la infeccion
intraamniodtica, responsable, en un 10-12% de los casos, del parto
prematuro espontaneo con bolsa integra y hasta en un 30-50% de los
casos, de la rotura prematura de membranas [3, 6, 13, 14]. La
mortalidad neonatal relacionada directamente con Ila infeccion

intraamnidtica es superior al 10% en estos prematuros [15, 16].

La infeccidn intraamnidtica es causa no solo de parto pretérmino,
sino también de rotura prematura de membranas, corioamnionitis
clinica, corioamnionitis histologica, funisitis, test de Apgar mas bajo,
mayor porcentaje de admisién a Unidades de Cuidados Intensivos
Neonatales, distrés respiratorio neonatal, neumonia, sepsis,
hemorragia intraventricular, displasia broncopulmonar, bajo peso al
nacimiento y morbilidad a largo plazo como la paralisis cerebral,
diversas alteraciones cognitivas y la enfermedad crénica pulmonar [15-
24].

A nivel materno, la infeccion intraamnidtica incrementa el riesgo
de hemorragia posparto y de otras complicaciones quirurgicas como la
infeccion de herida quirdrgica, el absceso pélvico y la endometritis

postparto [25-27]. Complicaciones mas graves como el shock séptico y
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el sindrome de distrés respiratorio del adulto son infrecuentes en
nuestro medio debido a la disponibilidad que en la actualidad se tiene
de la antibioterapia de amplio espectro y del manejo intrahospitalario

de este tipo de infecciones [26].

Uno de los principales desafios en el manejo de la infeccidon
intraamnidtica en pacientes con amenaza de parto prematuro es su
prediccion ya que, en la mayoria de casos, el curso es subclinico y

requiere, para su diagnostico, del analisis de liquido amnidtico.

Hasta el momento actual, el diagndstico de infeccidn
intraamnidtica es microbioldégico. Es un método diagndstico tardio
cuyos principales inconvenientes son la necesidad de realizar una
amniocentesis para su estudio y que necesita de al menos 48 horas de
incubacidn, por lo que generalmente no suele estar disponible para la
toma de decisiones en el manejo clinico de este grupo de pacientes
[28-30].

La amniocentesis es un procedimiento invasivo. Aunque se
considera una técnica con baja morbilidad, la incidencia de
complicaciones descrita clasicamente en la literatura es del 1-9% e
incluye un mayor riesgo de parto pretérmino, rotura prematura de
membranas, hemorragia feto-materna, alteraciones en la frecuencia
cardiaca fetal, desprendimiento de placenta y rotura uterina [31, 32].
Sin embargo, con la introduccion de la ecografia como guia del
procedimiento, las series recientes reportan una incidencia de

complicaciones del 0.7% en el tercer trimestre [33, 34].

Sobre la patogénesis del parto pretérmino de origen infeccioso,
existe evidencia de la presencia de cambios en la flora microbiana

vagino-cervical normal y alteraciones de las propiedades bioquimicas
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del fluido vaginal, responsables del sobrecrecimiento de determinados
microorganismos en el tracto genital inferior. Las toxinas producidas
por estos microorganismos activan, a nivel de las membranas fetales
(decidua y amnios), la produccién de citoquinas. Esta respuesta
inflamatoria es conocida como inflamacidn intraamnidtica vy
actualmente se conoce que precede a la infeccion, de manera que es
posible la deteccion de marcadores inflamatorios en el liquido
amniotico antes que los microorganismos atraviesen la barrera del
corion-decidua-amnios y alcancen el liquido amniético colonizando al
feto [7, 14, 30].

Aunque la literatura es escasa, sugiere que el diagndstico de
inflamacioén intraamnidtica, independientemente del resultado del
cultivo de liquido amnidtico, estd asociado a una mayor tasa de
prematuridad, mayor riesgo de corioamnionitis clinica y mayor
morbilidad neonatal [35]. Es por ello que la investigacion actual se
centra en la busqueda de marcadores de inflamacién intraamniética,
mas precoces que el cultivo, para proporcionar una informacion
diagnostica rapida en el subgrupo de pacientes con amenaza de parto

pretérmino y rotura prematura de membranas.

No obstante, asumir que el diagndstico y tratamiento precoces de
la inflamacion intraamnidtica reduce las tasas de prematuridad y

mejora los resultados perinatales, esta aun por demostrar.
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1.4 Prevalencia de la infeccidon intraamnidtica.

La prevalencia de invasidbn microbiana dependera de la
presentacion clinica y la edad gestacional. Asi, en pacientes con
amenaza de parto pretérmino y bolsa integra, el porcentaje de invasion
microbiana del liquido amnidtico es del 10-12% [6]. En pacientes con
rotura prematura de membranas, el porcentaje es del 30-50% [6]. En
pacientes con cuadro clinico sugestivo de insuficiencia cervical, la
prevalencia es superior al 51% [36]. En los casos de pacientes
asintomaticas con longitud cervical medida por ecografia transvaginal
inferior a 25 mm, la infeccion intraamnidtica ocurre en el 9% de los
casos [37]. Finalmente, en gestaciones gemelares con amenaza de

parto pretérmino, el riesgo es del 11.9% [38].

La edad gestacional ha demostrado ser un factor independiente

de infeccion y de inflamacion intraamnidtica [39] (Figura 4).

70 ~ B inflamacion intraamnictica

60 - ] Infeccion intraamnidtica
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Figura 4. Frecuencia de infeccion intraamnidtica y de inflamacién intraamnidtica
(cultivos negativos pero niveles altos de IL6) en funcion de la edad gestacional.
Yoon BH. Am J Obstet Gynecol 2001.
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Se ha descrito un 18% de infeccion intraamnidtica en pacientes a
término [6]. Sin embargo, no existen diferencias en el porcentaje de
corioamnionitis clinica, dilatacion cervical y resultados neonatales entre
las gestantes a término con cultivos positivos versus las gestantes con
cultivos negativos [6]. Una posible explicacion es que la invasién
microbiana de la cavidad amnidtica en estas gestantes a término se
produce probablemente durante el momento del parto, incluso con las
membranas integras. Explicaria ademas que la frecuencia de
afectacién fetal sea extremadamente baja asi como la intensidad de la

respuesta inflamatoria mediada por citoquinas [6].

Aunque la literatura sugiere que a menor edad gestacional, mayor
el riesgo de inflamacion e infeccion intraamnidtica [35, 39, 40], aun no
se ha establecido un punto de corte de edad gestacional a partir del

cual el riesgo de inflamacién / infeccidén intraamnidtica sea bajo.

1.5 Fisiopatologia de lainfeccion intraamnidtica.

Los microorganismos pueden alcanzar la cavidad amnidtica y al

feto a través de diferentes vias de entrada [30] (figura 5):

(1) la via mas comun es la via ascendente procedente de la

vagina y el cérvix,
(2) via hematogena a través de la placenta,

(3) via retrograda desde la cavidad peritoneal a través de las

trompas de falopio e

(4) inoculacidon accidental en el momento de un procedimiento

invasivo (via yatrogena).

16
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Ascendente

Figura 5. Potenciales rutas de infeccién intrauterina. Goldenberg. Lancet 2008.

Los mecanismos por los cuales la infeccion intraamnidtica provoca
un parto prematuro se relacionan con la activacion del sistema inmune

innato [7].

Inicialmente, se genera un sobrecrecimiento de determinados
microorganismos en el tracto genital inferior ya sea por alteraciones en
la flora microbiana normal vagino-cervical y/o por modificaciones en las
propiedades bioquimicas del fluido vaginal. Como alteraciones
bioquimicas se describen la elevacion en el pH vaginal y el incremento
en la concentraciéon de diamidas, poliaminas y diversas enzimas tipo

mucinasas, proteasas y fosfolipasas [7].

Estos cambios microbiolégicos y bioquimicos generan un
sobrecrecimiento microbiano, responsable de la invasién bacteriana

posterior (Figura 6).
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Figura 6. Patogénesis infeccion intraamniética. Pararas MV. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis 2006.

En una fase inicial, las toxinas producidas por estos
microorganismos (etapa 1) alcanzan via ascendente la decidua y
activan, a nivel de ésta y las membranas fetales, una respuesta
inflamatoria local a través del reclutamiento de leucocitos, que se
traduce en la produccién de citoquinas proinflamatorias (IL1, IL2, IL6,
IL18, IL8, IFN-y, TNFa) y mediadores inflamatorios (metalloproteinasa-
8 (MMP-8), factores de activacion plaquetar, prostaglandinas,
leucotrienos, 6xido nitrico, etc.). Estos factores inflamatorios estimulan

la produccion de prostaglandinas en el amnios, corion, decidua y
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miometrio que permiten la contractibilidad uterina, la dilatacion cervical
y la exposicién de las membranas a la entrada de microbios en la

cavidad uterina (etapa 2).

En los espacios extrauterinos, las prostaglandinas regulan la
liberacion de citoquinas inflamatorias que actuan de forma sinérgica
con la IL8 en aumentar la quimiotaxis de los neutréfilos y estimular la
liberacion de metaloproteinasas (MMP). Las MMP estan implicadas en
los procesos de borramiento cervical y en la degradacién de las
membranas fetales. Degradan el tejido conectivo permitiendo la ruptura

de las membranas e induciendo el parto pretérmino.

Los microorganismos, al atravesar las membranas amnidticas
integras, estimulan la produccion de mediadores inflamatorios por parte
de macrofagos y otras ceélulas del sistema inmunoldgico procedentes
del corion-amnios-liquido amniotico (etapa 3), que entran a la
circulacion fetal y pueden desarrollar una respuesta inflamatoria en el
feto conocida como sindrome de respuesta inflamatoria fetal (etapa 4)
[14, 30, 41] (Figura 7).
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Figura 7. Etapas de la infeccién intraamni6tica. Romero R. Clin Obstet Gynaecol
1988.

1.6  Microbiologia de lainfeccion intraamnidtica.

La infeccidn es, en el 50% de los pacientes, polimicrobiana,
provocada por una combinacidn de microorganismos aerobios vy
anaerobios [28-30].

El microorganismo mas frecuentemente implicado en la infeccion
intraamnidtica es el Mycoplasma genital y en particular el Ureaplasma
urealyticum, presente en el tracto genital inferior en mas del 80% de las
mujeres embarazadas [28, 42]. Son gérmenes de baja virulencia que

debutan con escasa clinica sistémica materna.

Otros microorganismos frecuentes se aislan comunmente en
cuadros de vaginosis bacteriana como el Peptostretococci y el

Bacteriodes species. También son gérmenes comunes, el
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Streptococcus agalactiae, la Escherichia coli, el Fusobacterium species

y la Gardnerella vaginalis [28, 30].

1.7  Sindrome de respuesta inflamatoria fetal.

La condicion de sindrome de respuesta inflamatoria se describid
originalmente en adultos con el acronimo de SIRS. SIRS se introdujo
en el 1992 por el American College of Chest Physicians y The Society
of Critical Care Medicine para describir un complejo sindrome resultado
de la activacion sistémica del sistema inmunitario innato [43]. Estos
cambios, caracterizados por taquicardia, fiebre, hiperventilaciéon y un
elevado recuento leucocitario, se atribuian al efecto de citoquinas y

otros mediadores proinflamatorios.

Gbomez et al [21] definieron FIRS en fetos como sindrome de
respuesta inflamatoria fetal por primera vez en 1998 usando el mismo
parametro bioquimico propuesto en adultos, la elevacion de la

concentraciéon de IL6 pero en sangre fetal (IL6 > 11 ng/mL) [21].

El FIRS se asocia a fallo multisistémico fetal e incluye la
afectacion del sistema hematopoyético (incremento del numero de
hematies, leucocitosis, etc.), hiperactividad de la glandula adrenal,

disfuncion cardiaca, inmunodeficiencia y dafio endotelial.

Los fetos con FIRS presentan mayor morbilidad en forma de
distrés respiratorio, sepsis, neumonia, displasia broncopulmonar,
hemorragia intraventricular, leucomalacia periventricular y enterocolitis
necrotizante. Como morbilidad a largo plazo, presentan un mayor

riesgo de paralisis cerebral y de enfermedad pulmonar crénica [21].
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La infeccidon intraamnidtica puede ser causa de encefalopatia
hipoxico-isquémica de tipo infeccioso ya que el FIRS estimula la
produccion de citoquinas fetales que atraviesan la barrera
hematoencefalica y facilitan la entrada de productos microbianos vy

citoquinas al cerebro (Figura 8) [44].
Las citoquinas se consideran neurotoxicas ya que:

(1) tienen un efecto citolitico directo sobre las neuronas y los
precursores de los oligodendrocitos, los cuales son sensibles a
los efectos de la isquemia y la infeccion, provocando una

desmielinizacion de la sustancia blanca,

2) inducen la liberacion de aminoacidos excitadores,

(2)

(3) inducen apoptosis,

(4) alteran la cascada de la coagulacién y
(9)

5) producen hipotension fetal.

Ademas, la presencia de factores maternos, como la pirexia,
incrementan el metabolismo cerebral fetal y hacen al cerebro mas

vulnerable a la hipoxia.

La encefalopatia hipoxico-isquémica secundaria a la infeccion se
puede traducir en la presencia de procesos de resorcion y gliosis que
dan lugar a la necrosis de la sustancia blanca en la region
periventricular produciendo un cuadro de atrofia de la sustancia blanca,
ventriculomegalia y formacion de quistes, que dan lugar a un cuadro
clinico conocido como leucomalacia periventricular. La leucomalacia

periventricular es considerada la principal causa de dano isquémico en
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los neonatos prematuros y es causa de paralisis cerebral, déficit

motores espasticos o epilepsia [24].

BARRERA
HEMATOENCEFALICA

q DESTRUCCION OLIGODENDROCITOS]

DESMIELINIZACION
SUSTANCIA BLANCA

LEUCOENCEFALOPATIA]

Figura 8. Patogénesis de la encefalopatia hipoxico-isquémica de origen infeccioso.
Wu Y. JAMA 2000.

Existe una relacion estadisticamente significativa entre la
corioamnionitis clinica y el riesgo de leucomalacia periventricular
(Riesgo relativo (RR) 3.0, Intervalo Confianza (IC) 95% 2.2-4.0) y de
paralisis cerebral (RR 1.9; IC 95% 1.4-2.5) en prematuros [24].
También se ha demostrado que no sélo la infeccidon sino también la
inflamacién intraamnioética, definida por la presencia de niveles altos de
citoquinas en el liquido amnidtico, se asocia a un mayor riesgo de

paralisis cerebral a largo plazo [45].

No obstante, a pesar de considerarse factor de riesgo clasico de

encefalopatia hipoxico-isquémica, la frecuencia de estas alteraciones
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neuroldgicas en los cuadros de infeccion / inflamacion intraamnidtica es
relativamente baja. A los 6 anos de vida, la frecuencia de paralisis
cerebral asociada a infeccion intraamniética reportada en la literatura
es del 3.8% y del 18.7% de alteraciones neurolégicas mayores
(definiendo como alteraciones neurolégicas mayores la ceguera,
sordera y déficits neuroldgicos motores severos). La frecuencia de
paralisis cerebral y alteraciones neurolégicas mayores en el grupo con
inflamacion intraamniotica es similar (3.9% y 13.5%, respectivamente)
[46].

La funisitis, definida por la infiltracion perivascular de células
inflamatorias en los vasos umbilicales, es considerada uno de los
marcadores predictores de FIRS [44, 47, 48]. La respuesta inflamatoria
fetal se origina inicialmente en la vena umbilical y posteriormente
afecta a las arterias siendo causa de vasculitis y funisitis. La funisitis es
considerada un factor de riesgo de sepsis congénita en el neonato [45]
y esta mediada por citoquinas proinflamatorias como la IL1, IL6 y
TNFa. Carroll et al [25] reportaron un 33% de sepsis congénita en fetos
con cultivos de liquido amniético positivos y un 4% de sepsis en
aquellos con cultivos negativos, demostrando la importancia de la
cascada inflamatoria como causa de morbilidad neonatal aun en
ausencia de un cultivo positivo. La mortalidad de los neonatos con
sepsis congénita reportada en la literatura es del 25-90% [25] y
depende principalmente de la prematuridad, que limita Ia

supervivencia.
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1.8 Importancia de la inflamacion intraamniotica como

predictora de la infeccion intraamnidtica.

En la actualidad, la inflamacion intraamnidtica, con una
prevalencia del 10-30% [14, 35] en pacientes con amenaza de parto
prematuro y del 40% en la rotura prematura de membranas [49], se

considera el mayor predictor de infeccion intraamnidética.

La inflamacién intraamniética se desencadena como respuesta a
la presencia de microorganismos en la decidua, que induce la
produccion de leucocitos y citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL6 e IL8)
en el liquido amnidtico, estimulando la produccion de prostaglandinas
en el amnios, corion, decidua y miometrio y permitiendo Ia
contractibilidad uterina, la dilatacién cervical y la exposicion de las

membranas a la entrada de microbios [14].

La inflamacion intraamnidtica puede estar presente en ausencia
de un cultivo de liquido amnidtico positivo. El porcentaje de
colonizacién microbiana en el espacio corioamnidtico es superior al
observado en el liquido amnidtico (21% versus 10%, p<0.001) [35]. Si
la infeccidn se localiza en la decidua o en el espacio entre amnios y
corion, los microorganismos pueden no ser detectados en la cavidad
amnidtica. Generalmente aquellas pacientes con cultivos positivos en
las membranas amnioticas pero negativos en el liquido amnidtico,
presentan una elevacion de marcadores de inflamacién como la IL6 en
liguido amnidtico. La presencia de inflamacion intraamniotica en
ausencia de cultivos positivos puede ser un reflejo de infeccidon
intrauterina en el espacio extraamniotico [14]. Aunque la literatura es

aun incipiente, las consecuencias de la inflamacién intraamnidtica en
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relacion a morbilidad materna y neonatal son similares a las del grupo

con infeccién intraamnidtica [35].

La infeccion e inflamacién intraamnidticas son los dos unicos
procesos patologicos en los que existe evidencia cientifica sobre su
relacion causal con la prematuridad [3, 14]. Hasta en un 50% de las
mujeres que presentan un parto pretérmino se detectan signos
histolégicos de corioamnionitis aunque, en la mayoria, no aparece

clinica previa de infeccion [14].

La busqueda e identificacion de marcadores de inflamacion
intraamnidtica, de lectura mas rapida que los cultivos microbiolégicos,
pretende proporcionar una informacién diagnéstica en una etapa mas

precoz de la infeccion.

1.9 Diagnostico de infeccidn intraamniotica.

1.9.1 Diagndstico clasico de infeccidon intraamniodtica.

El diagnostico clasico de infeccion intraamnidtica es clinico. Es
conocido como corioamnionitis clinica y se basa en la presencia de los

criterios expuestos en los 80 por Gibbs [29]:

(1) Fiebre = 37.8° C y dos o mas de los siguientes criterios
menores:

2) Taquicardia materna (=100-120 latidos por minuto (Ipm)),

3) Taquicardia fetal (=160 Ipm),

5

(2)

3)

(4) Irritabilidad uterina,
(5) Liquido amnidtico purulento y
(6)

6) Leucocitosis materna (>15000-18000 células/mm?).
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Sin embargo, la corioamnionitis clinica ocurre Unicamente en
aproximadamente un 12.5% de pacientes con parto pretérmino y bolsa
integra [30] y refleja la manifestacion sistémica materna a la invasion

microbiana.

Ademas, hasta el momento actual, la corioamnionitis clinica no ha
demostrado beneficiarse del tratamiento con antibiéticos posiblemente
porque su diagnostico, basado en criterios clinicos, refleja un estado de
infeccidn muy avanzado. Debido a la escasa respuesta al tratamiento
antibidtico y al riesgo incrementado de sepsis materna, el tratamiento
optimo en estos casos de corioamnionitis clinica es la finalizacién de la

gestacion bajo cobertura antibiética de amplio espectro [50].

Es por ello que nuestros esfuerzos deben centrarse en mejorar los
métodos diagndsticos en la fase subclinica de la infeccidn, la fase de
inflamacion intraamniotica. Aunque es una hipodtesis aun no contestada
en la literatura, podria ser posible que el diagnostico y tratamiento
precoces de la inflamacion intraamniética mejorara la morbimortalidad

asociada a estas gestaciones.

1.9.2 Marcadores de infeccion/inflamacion intraamnioética

A pesar de sus limitaciones, el cultivo microbiolégico del liquido
amnidtico se considera actualmente el método diagndstico gold

standard para definir la presencia de infeccidén intraamniética [29].

La identificacion del germen mediante técnicas de cultivo requiere
de un minimo indculo del microorganismo y depende de la viabilidad de
éste y de las condiciones apropiadas de incubacion y crecimiento. Que

la frecuencia de inflamacion sea el doble que la de infeccion
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intraamnidtica sugiere que la sensibilidad del cultivo microbiolégico no
es del 100% [35]. En estos casos de cultivos negativos, la hipotesis
mas firme sobre la causalidad del proceso inflamatorio es que el origen
sea también infeccioso, pero que su identificacion esté limitada por las
técnicas  microbiolégicas  convencionales. Procedimientos de
laboratorio mas sofisticados como la utilizacion de la reaccién en
cadena de la polimerasa dirigida especificamente a Ureaplasma
urealyticum han permitido la identificacion de este germen en liquido
amniotico en pacientes con inflamacién intraamniética pero cultivos
convencionales negativos [42]. Demuestra que un mejor conocimiento
de las condiciones de cultivo de los potenciales patégenos permitiria

mejorar la tecnologia actual para un correcto diagnostico de infeccion.

Otra posible explicacion seria asumir que el paso de marcadores
de inflamacion a la cavidad amnidtica precede al paso de gérmenes
por la barrera coriodecidual y por tanto somos capaces de detectar la

inflamacion en una etapa mas precoz que la infeccidn intraamnidtica.

El principal inconveniente del cultivo microbiolégico convencional
es que necesita al menos 48 horas de incubacién, por lo que
generalmente no suele estar disponible para la toma de decisiones
clinicas. Para avanzarse a este diagndstico, como marcadores de
lectura rapida de infeccion intraamnidtica, se han propuesto la tincion
de Gram y el recuento de glucosa en liquido amnidtico y como
marcadores de inflamacion, el recuento de leucocitos, la concentracion
de citoquinas (de ellas la mas estudiada es la IL6), metalloproteinasa-8
(MMP-8) y otras proteinas inflamatorias como las Calgranulins A, C y
Neutrophil defensins 1 y 2 que se engloban en lo que se conoce como

perfil protedémico [51-59].
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De forma individual, todos ellos presentan una buena sensibilidad
para detectar infeccion / inflamacion intraamnidticas. Sin embargo, la
utilizacion clinica de algunos de estos marcadores esta limitada por su

tasa de falsos positivos y por la dificultad técnica en su determinacion.

1.9.2.1 Recuento leucocitario materno y proteina C reactiva.

El recuento leucocitario materno y la proteina C reactiva (PCR)
han demostrado tener sus limitaciones, posiblemente porque la
mayoria de casos de infeccion de liquido amniético e infeccién fetal no

se detectan por estos marcadores analiticos [60-62].

De ahi que el estudio de liquido amnidtico se haya propuesto
como medio Optimo para la deteccion de infeccidn e inflamacion

intraamniodticas.

1.9.2.2 Tincion de Gram en liquido amniotico.

El método mas utilizado para la deteccién rapida de infeccion
intraamnidtica es la tincion de Gram de liquido amnidtico con una
sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo
descritos en la literatura del 63.64%, 99.08%, 87.5% y 96.4%,

respectivamente [58].

A pesar de su alta especificidad, cercana al 100% [63], la
sensibilidad descrita por la literatura es baja, de aproximadamente un
40-65% [58, 63] y es consecuencia de su incapacidad para detectar
Mycoplasmas genitales, los gérmenes mas frecuentes implicados en la
infeccion intraamnidtica en pacientes con amenaza de parto pretérmino

y bolsa integra.

Ademas, la sensibilidad de la tincion de Gram es directamente

proporcional al numero de bacterias presentes en el liquido amnidtico.
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En presencia de mas de 10° unidades formadoras de colonia por
mililitro, el 80% de los Gram de liquido amnidtico son positivos pero en

presencia de un indculo inferior, la sensibilidad de la técnica baja [63].

1.9.2.3 Concentracion de glucosa en liguido amniaotico.

Al igual que sucede en el liquido cefalorraquideo, la infeccion
intraamnidtica, de predominio bacteriano, se asocia a niveles bajos de

glucosa.

Como marcador de infeccidn es muy especifico (94-100%) [53]
tanto de infeccién intra como extraamniotica, pero su baja sensibilidad
(41-55%) limita su aplicabilidad clinica [54, 55, 57, 64].

Ademas, resulta confuso a nivel asistencial definir lo que se
considera nivel bajo de glucosa ya que en la literatura se han
propuesto diferentes puntos de corte que oscilan de < 5 mg/dl a < 16
mg/dl [54, 55, 57, 64] y no existe consenso sobre el punto de corte
optimo para diagnosticar infeccion intraamnidtica en pacientes

asintomaticas sin corioamnionitis clinica (Tabla 1).

S E VPP VPN
< 5 mg/d!’ 41% 100% 100% 70%
<10 mg/dI 50% 100% 100% 74%
< 14 mg/dP® 55% 94% 86% 76%
< 16 mg/dI* 79% 94% 87% 90%

S: Sensibilidad, E: Especificidad, VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor
predictivo negativo.

Tabla 1. Identificacion de infeccion intraamnidtica basandose en distintos puntos de
corte de glucosa en liquido amnidtica referidos en la literatura.’Klitz RJ. Obstet
Gynecol 1991; 2Kirshon B Am J Obstet Gynecol 1991; 3Romero R. Am J Obstet
Gynecol 1990; “Gauthier DW. Am J Obstet Gynecol 1991.
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1.9.2.4 Interleuquina-6 (IL6) en liquido amnidtico.

La IL6 ha demostrado ser el marcador mas sensible predictor de
infeccién intraamnidtica en la amenaza de parto pretérmino y
membranas integras, con porcentajes que oscilan del 80 al 100%,
segun las series [58]. Romero et al [58] describen una sensibilidad del
100% con una especificidad del 82.57%, un valor predictivo positivo del
36.67% y un valor predictivo negativo del 100% para detectar infeccion
intraamnidtica, cuando los niveles de IL6 en liquido amnidtico son
211.30 ng/ml.

Debido a que la IL6 esta implicada en la induccién de la sintesis
de la proteina C reactiva (PCR), se ha hipotetizado que esta citoquina
desarrolla una papel importante en la respuesta del huésped a la

infeccion intrauterina [65].

En el grupo de infeccion intraamnidtica, las concentraciones de
IL6 en liquido amnidtico son consistentemente superiores a las
observadas por otras citoquinas estudiadas (IL1, IL2, IL18, IL8, IFN-y,
TNFa) [65, 66]. Es la citoquina probablemente mas relacionada con la
fisiopatologia del parto pretérmino asociado a la infeccidon siendo la
que, con mas probabilidad, se asocia a infeccion intraamnidtica y

corioamnionitis histologica [65, 67-69].

El potencial valor de la IL6 como test diagnodstico rapido para
detectar invasion microbiana en la cavidad amniética tiene una
explicacion biologica. La invasion microbiana en pacientes con
amenaza de parto prematuro se ha asociado de forma significativa a
una elevacion de los niveles de IL6 en liquido amniético. Tanto los
lipopolisacaridos como otras citoquinas inflamatorias (IL1, TNF) han

demostrado inducir la produccion de IL6 por el corion y las células de la
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decidua. La IL6 estimula la produccion de prostaglandinas por el
amnios y las células de la decidua induciendo contracciones uterinas y
promoviendo  modificaciones cervicales antes de que los

microorganismos puedan invadir la cavidad amnidtica [65, 68].

Aunque es un marcador muy sensible, la tasa de falsos positivos
reportados en la literatura no es despreciable y se situa en el 17-34%
[58, 68]. La tasa de falsos positivos se explica porque IL6 es reflejo de
un estado inflamatorio por lo que suele estar elevada en otros
contextos no infecciosos como en pacientes con indice de Bishop
avanzados como parte del proceso de parto normal. En ausencia de
infeccion, la IL6 puede ser detectada a cualquier edad gestacional en el
liquido amnidtico pero en concentraciones muy bajas, incrementando
sus niveles en el momento del parto ya sea éste pretérmino o a
término. A mayor dilatacién cervical, mayor concentracion de IL6 en
liquido amnidtico. De ahi que, aunque es un marcador de aplicabilidad
asistencial técnicamente asequible en la mayoria de laboratorios, su
utilidad clinica sea todavia limitada por su tasa de falsos positivos [58,
68].

1.9.2.5 Metalloproteinasa-8 (MMP8) en liquido amnidtico.

Mas novedosa es la utilizacion de MMP8 como marcador

inflamatorio en el parto prematuro espontaneo.

La Metalloproteinasa-8 (MMP8) es una enzima de la familia de las
colagenasas sintetizada exclusivamente por neutréfilos que se expresa
en el liquido amniético de mujeres con parto pretérmino, rotura

prematura de membranas e infeccion intraamniotica [56].
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Las MMP estan implicadas en los procesos de borramiento
cervical y en la degradacion de las membranas fetales. Degradan el

tejido conectivo permitiendo la ruptura de las membranas.

El grupo de Romero [70] ha patentado un test de deteccion rapida
de MMP8 en liquido amnidtico (no comercializado hasta el momento
actual), describiendo unas tasas de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo para la prediccion de infeccidon
intraamnidtica en las pacientes con amenaza de parto pretérmino y
membranas integras del 83%, 95%, 56% y 99%, respectivamente [70].
La importancia del test radicaria en su valor predictivo negativo y en su

baja tasa de falsos positivos.

Sin embargo, uUnicamente existe una serie publicada en la
literatura [70] que detecte inflamacion intraamniética mediante MMP8
en el subgrupo de amenaza parto pretérmino. Las referencias previas
[51, 56] incluyen el subgrupo con rotura prematura de membranas. De
ahi que sea necesarios estudios prospectivos que ratifiquen sus

resultados antes de introducirla en la practica clinica asistencial.

1.9.2.6 Estudio protedmico en liqguido amnidtico.

En la busqueda de nuevos marcadores precoces predictores de
infeccion intraamnidtica aparece el estudio protedmico. En otros
ambitos médicos, el estudio protedmico se perfila como una
herramienta complementaria al analisis gendomico basandose en la
identificacidon no del gen responsable sino de las proteinas que se
expresan en una determinada patologia y que seran las que, en

realidad, generan el cuadro patoldgico.
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En la actualidad, el estudio protedmico se esta aplicando en
diferentes terrenos de la medicina como la enfermedad de Alzheimer o
en patologia oncoldgica ginecoldgica (cancer de mama, ovario) [71-74].
Ademas, el analisis protedmico permite la identificacion de proteinas
expresadas como respuesta inflamatoria a diferentes patologias como
la psoriasis, artritis reumatoide u otras enfermedades de etiologia

inflamatoria [74].

Numerosas proteinas asociadas a inflamacion, incluyendo
Calgranulins A, C y Neutrophil defensins 1 y 2, se han identificado en
liquido amnidtico en el subgrupo de pacientes con amenaza de parto

prematuro y rotura prematura de membranas [52, 75-77].

Literatura reciente sugiere que el perfil proteébmico de estas
proteinas permite la identificacion de la infeccion intraamnidtica con
sensibilidades y especificidades similares a las de la IL6, del 86.2%, y
del 89.6% [76].

Ademas, el analisis protedmico del liquido amnidtico parece
identificar aquellas mujeres con inflamacién severa que con mas
probabilidad presentaran funisitis histoldgica, sepsis congénita neonatal

y un intervalo de tiempo hasta el parto mas corto [78].

Las Calgranulins son miembros de las proteinas S100 calcium-
binding proteins y son expresadas por los macrofagos y células
epiteliales en tejidos en fase de inflamacion aguda. Estan implicadas
en enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, cancer,
cardiomiopatia, psoriasis, artritis reumatoide y otras enfermedades
inflamatorias [71, 72, 79, 80].
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Las Neutrophil defensins pertenecen a una familia de péptidos
antimicrobianos sintetizados exclusivamente por neutréfilos. Actuan
como mecanismo de defensa del huésped ejerciendo una actividad
bactericida a través de su paso por las membranas bacterianas. Los
niveles de defensins se hallan elevados en pacientes con sepsis,

meningitis y fibrosis quistica [73, 81].

En la tabla 2 se resumen los valores predictivos de los diferentes
marcadores inflamatorios propuestos en la literatura para diagnosticar

infeccion intraamniotica:

Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
Glucosa <14’ 55% 94% 86% 76%
IL6 211.32 100% 82.57% 36.67% 100%
MMP8® 83% 95% 56% 99%
Proteomica* 86.2% 89.5% 83.3% 91.4%

Tabla 2. Valores predictivos de diferentes marcadores de infeccion/inflamacion para
diagnosticar infeccién intraamniética.'Romero R. Am J Obstet Gynecol 1990;
’Romero R. Am J Obstet Gynecol 1993; *Nien JK. Am J Obstet Gynecol 2006;
*Buhimschi I. BJOG 2005.

La utilizacion de un test diagnostico que integre de forma
combinada marcadores en liquido amnidtico asequibles a nivel
asistencial (como la IL6) y otras proteinas inflamatorias de mas
novedosa aparicion (como las Calgranulins A, C y Neutrophil defensins
1, 2) podria mejorar la tasa de deteccion de infeccion intraamnidtica

reduciendo la tasa de falsos positivos y prediciendo mas eficazmente
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qué pacientes acabaran presentando un cultivo positivo. Esto permitiria
iniciar de forma precoz estrategias prenatales para tratar la infeccion en

una etapa subclinica.

1.9.3 Identificacion del grupo de riesqo de inflamacion / infeccion

intraamniodticas mediante parametros clinicos y ecoqgraficos.

El método optimo para predecir la presencia de infeccion /
inflamacién en la cavidad amnidtica es el analisis del liquido amnidtico.
El inconveniente es que requiere para su estudio de un procedimiento

invasivo: la amniocentesis.

En la amenaza de parto pretérmino, la prevalencia de infeccion
intraamnidtica es del 10-12% vy la prevalencia de inflamacién
intraamnidtica, del 10-30% [6, 13, 14].

El tratamiento indiscriminado con antibidticos en la amenaza de
parto pretérmino con membranas integras no ha demostrado reducir
las tasas de prematuridad, ni el intervalo de tiempo al parto, ni la
morbimortalidad neonatal [82]. Resulta, por lo tanto, discutible la
realizacién de una amniocentesis sistematica en todas las pacientes
con amenaza de parto pretérmino y bolsa integra para un diagndstico
de infeccion intraamnidtica, cuando aun no existe literatura que
demuestre que el tratamiento antibidtico dirigido en los casos con

evidencia de inflamacion / infeccién mejora el resultado perinatal.

Es por ello que lo mas eficiente, a la espera de estudios
prospectivos que den respuesta a la incégnita del posible beneficio de

tratar la infeccion / inflamacion intraamnidticas, es identificar en las
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pacientes con amenaza de parto prematuro y bolsa integra, el

subgrupo de mayor riesgo de presentar inflamacion intraamnidtica.

1.9.3.1 Edad gestacional en el debut clinico de amenaza de parto

pretérmino.

La edad gestacional ha demostrado ser un factor independiente
de infeccion intraamnidtica [83]. A menor edad gestacional, mayor el

riesgo de inflamacion e infeccion intraamnidticas[35, 39, 40].

Gomez et al [84] elaboraron una tabla en la que se estimaba el
riesgo de invasidén microbiana de la cavidad amniotica en pacientes con
amenaza de parto pretérmino y bolsa integra en funcion de la edad
gestacional y de la longitud cervical demostrando que, a menor longitud
cervical y a menor edad gestacional, mayor el riesgo de infeccién
intraamnidtica. Sin embargo, en este trabajo no se determiné si estos

dos factores de riesgo actuaban de forma independiente.

Ademas, la literatura aun no ha definido un punto de corte de
edad gestacional a partir del cual el riesgo de inflamacion / infecciéon
intraamnidticas sea bajo y no justifique asumir los riesgos de un
procedimiento invasivo para su diagndéstico, maxime cuando todavia no

esta demostrado el beneficio de una posible terapia.

1.9.3.2 Longitud cervical ecografica.

La evidencia cientifica demuestra que el riesgo de infeccion

intraamnidtica es directamente proporcional al grado de dilatacion
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cervical y por tanto, inversamente proporcional a la longitud cervical
[85].

Tanto la exploracién digital como la valorada ecograficamente han
demostrado que el acortamiento cervical es un factor de riesgo de

parto pretérmino [86, 87].

La invasion microbiana en la interfase coriodecidual predispone a
la liberacidon de citoquinas inflamatorias que provocan un acortamiento

cervical.

La presencia de un cérvix corto también predispone a un mayor
riesgo de infeccion intrauterina via ascendente por una posible pérdida
del moco cervical que, no sdélo actua como barrera mecanica sino que,
también forma parte del sistema inmune innato [37, 88, 89]. Pacientes
con cérvix corto y cambios en el ecosistema microbiano del tracto
genital inferior tienen mayor riesgo de presentar una infeccion
intraamnidtica via ascendente. Las tasas de sensibilidad, especificidad,
valores predictivos positivo y negativo descritas por Gomez et al [84] de
un cérvix inferior a 15 mm para predecir infeccion intraamnidtica son
54%, 89%, 26% y 96%, respectivamente [84].

La longitud cervical ecografica ha demostrado ser mejor predictor
de infeccidn intrauterina que otros parametros clinicos maternos como
la temperatura, el indice de Bishop, la frecuencia de las contracciones

uterinas y los antecedentes previos de parto pretérmino [37, 84].

La longitud cervical también se ha considerado factor predictor de
inflamacién intraamnidtica. Holst et al [90] demostraron que en
pacientes con amenaza de parto pretérmino, un cérvix inferior a 15 mm

se asociaba de forma significativa a un mayor riesgo de inflamacion
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intraamnidtica (niveles altos de IL6 en el liquido amnidtico), con una
sensibilidad y especificidad del 72% y 83%, respectivamente y unos
valores predictivos positivo y negativo de 78% y 78%, respectivamente
[90]. Las conclusiones del estudio refuerzan la importancia en la
medicion de la longitud cervical por ecografia transvaginal en la
amenaza de parto pretérmino como herramienta no invasiva para
seleccionar el grupo de riesgo de parto pretérmino de causa infecciosa
/ inflamatoria. Sin embargo, es el uUnico estudio reportado en la
literatura que demuestra una relacién entre la longitud cervical y la

inflamacion intraamnidtica.

Establecer un punto de corte de edad gestacional y de longitud
cervical ecografica en el debut clinico de mayor riesgo de presentar
inflamacién / infeccion intraamnidticas permitiria seleccionar el
subgrupo de riesgo infeccioso permitiendo reducir el porcentaje de
amniocentesis que se realizan en pacientes con amenaza de parto

pretérmino y bolsa integra.

1.10 Tratamiento y prevencion de la infeccion intraamniética.

Aunque la infeccién intraamnidtica es considerada la causa
conocida mas frecuente de parto prematuro [3, 6, 13, 41], la eficacia
del tratamiento de la infeccion intrauterina para reducir la prematuridad

continua siendo un interrogante no resuelto.

A raiz de los resultados de metanalisis de la década de los 90 [91]
y del estudio ORACLE | [92] resulta evidente que la antibioterapia en la
rotura prematura de membranas reduce el porcentaje de infeccion

materna, retrasa el parto, reduce el porcentaje de infecciones
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neonatales, de distrés respiratorio, de secuelas neurolégicas mayores

asi como la mortalidad antenatal y neonatal.

Sin embargo, del metanalisis de la Cochrane Library que incluia el
estudio ORACLE Il [82], se concluy6 que en pacientes con amenaza de
parto pretérmino y membranas integras, el uso indiscriminado de
antibiéticos no reducia el parto pretérmino, ni retrasaba 48 h el
intervalo de tiempo al parto, ni reducia las tasas de mortalidad perinatal
ni de sepsis neonatal. Si se reducia de forma significativa el riesgo de
infeccibn materna pero dicho beneficio no representaba una
justificacion para utilizar de forma indiscriminada antibidticos de amplio

espectro en el parto pretérmino con bolsa integra [82].

Ademas, no sélo se ha demostrado que el tratamiento antibiético
indiscriminado en la amenaza de parto pretérmino no representa
ningun beneficio perinatal sino que de los resultados del ORACLE
Children Study Il [93] se concluye que, aunque el riesgo de paralisis
cerebral es bajo, en el seguimiento neonatal a los 7 afos de vida, los
nifos de las gestantes con amenaza de parto pretérmino y membranas
integras que recibieron antibidticos (eritromicina o amoxiclavulanico),
presentan mayor riesgo de paralisis cerebral que los que no recibieron
antibioterapia (eritromicina 53/1611 (3.3%) versus no antibidticos
27/1582 (1.7%); amoxiclavulanico 50/1587 (3.2%) versus no
antibidticos 30/1586 (1.9%) [93]. Una posible explicacién reportada en
la literatura[94] es que, en el subgrupo de poblacion con infeccidn
intraamnidtica subclinica, el régimen antibiético utilizado en el ORACLE
Il habria resultado insuficiente y habria enmascarado el curso clinico
natural de la infeccion. En el feto habria provocado una exposicion
durante un mayor intervalo de tiempo a un ambiente inflamatorio hostil

y habria derivado en un mayor riesgo de dafno neuroldgico irreversible.
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Los autores sugieren que no soélo seria importante definir la
combinacion antibiotica recomendable  activa  contra los
microorganismos mas frecuentemente implicados en la infeccion
intraamnidtica, sino también insistir en su inicio precoz, antes de que se

desencadene la respuesta inflamatoria en el feto.

Posiblemente, la ineficacia del tratamiento antibiético en la
amenaza de parto pretérmino con bolsa integra sea consecuencia de
la etiologia multifactorial del parto prematuro, en el que la causa
infecciosa representa unicamente un 10-12% de los casos [14]. El
grupo de pacientes con inflamacion intraamnidtica subclinica podria
representar el grupo de riesgo que con mas probabilidad podria
beneficiarse de un tratamiento antibiético / antiinflamatorio precoz que
mejorara el prondstico en cuanto a prematuridad y morbilidad neonatal

por actuar en una etapa previa a la infeccion.

1.11 Planteamiento de los estudios que componen la Tesis

Doctoral y justificacion de su tematica.

Los estudios que conforman la presente Tesis Doctoral forman
parte de una misma linea de investigacion basada en la predicciéon de
infeccion intraamnidtica en la poblacion que debuta con amenaza de
parto prematuro y membranas integras a través del diagnostico de

inflamacion intraamnidtica.

Independientemente del resultado de los cultivos, la inflamacion
intraamnidtica se ha relacionado con la infeccidn intraamniética y se ha
asociado a mayores tasas de parto prematuro y mayor morbimortalidad

neonatal.
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En el primer estudio evaluamos y comparamos el valor predictivo

de la IL6 y de determinados biomarcadores protedmicos en liquido
amniotico, como marcadores inflamatorios de infeccion intraamnidtica,

parto pretérmino y mal resultado neonatal.

Ademas, pretendemos ratificar los resultados de la escasa
literatura anterior sobre el papel del perfil protedmico (concretamente
de Calgranulins A, C y Neutrophil defensins 1, 2) en el liquido
amnidtico de gestantes con amenaza de parto pretérmino y

membranas integras.

Debido a que no existe literatura previa que demuestre si la IL6 y
dichos biomarcadores protedmicos actuan como factores de riesgo
independientes de infeccion intraamnidtica, parto pretérmino y
morbimortalidad neonatal, también nos proponemos evaluar dicho

objetivo en el primer estudio.

Si demostramos que son factores de riesgo independientes,
podriamos proponer un modelo diagndstico que los combinara y que
demostrara que la presencia de uno o ambos marcadores en liquido

amniotico empeora el prondstico de la gestacion.

La utilidad clinica de este modelo combinado seria disponer en un
futuro de un test diagndstico de lectura rapida que pudiera ser aplicable
a la paciente que ingresa por amenaza de parto prematuro y que
pronosticara qué pacientes acabaran presentando una infeccion
intraamnidtica, un parto pretérmino y un peor resultado neonatal sin

esperar al resultado de los cultivos microbiolégicos convencionales.

Con un diagnostico mas precoz, podriamos iniciar estrategias

prenatales para tratar la infeccion intraamnidtica o decidir una
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finalizacion activa de la gestacion en caso de mal pronéstico global. Sin
embargo, no es el objetivo de la presente Tesis Doctoral definir si

dichas actuaciones terapéuticas mejorarian los resultados perinatales.

El inconveniente de la propuesta de un modelo diagndstico
combinado es que para la identificacion de dichos marcadores
inflamatorios se requiere del estudio del liquido amnidtico y por tanto,
de la practica de una amniocentesis diagndstica. Si se demostrara la
eficacia en el tratamiento médico antibidtico / antiinflamatorio de la
infeccion / inflamacion intraamnidticas quedaria justificada la
realizacion de una amniocentesis sistematica en todos los casos de
amenaza de parto pretérmino para detectar el 10-12% [14] de casos de
infeccidén o el 10-30% [35] de inflamacién intraamnidtica. Sin embargo,
hasta el momento no se ha demostrado que un tratamiento médico

dirigido mejore el prondstico de la gestacion.

El sequndo estudio pretende demostrar si la edad gestacional al

ingreso y la longitud cervical son marcadores independientes de

inflamacion intraamnidtica.

Si  demostramos que ambos son factores de riesgo
independientes, podriamos proponer un algoritmo prondstico en la
poblacion con amenaza de parto pretérmino, con diferentes puntos de
corte, tanto de edad gestacional como de longitud cervical, que pudiera
ayudar al clinico a seleccionar el grupo de mayor riesgo de inflamacion
intraamnidtica y que mas se beneficiaria de la practica de una
amniocentesis para conocer el auténtico estado infeccioso /

inflamatorio de la paciente.

Por ultimo, el segundo estudio también pretende ratificar los

resultados previamente publicados sobre el papel de la IL6 como
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marcador inflamatorio de infeccion intraamnidtica demostrando que su
presencia en liquido amnidtico se asocia a mayores tasas de
prematuridad, a mayor porcentaje de cultivos de liquido amnidtico

positivos y a una morbimortalidad neonatal mayor.
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La infeccién intraamnidtica y la inflamacién intraamnidtica son los
dos unicos procesos en los que existe una relacién causal directa con
el parto pretérmino y el mal resultado perinatal. A menor edad
gestacional y a menor longitud cervical, mayor el riesgo de infeccion /

inflamacion intraamnidticas.

Se han propuesto diferentes marcadores de infeccion (estudio
mediante tincién de Gram, glucosa) y de inflamacion (IL6, MMP8, perfil
protedmico) en el liquido amnidtico, con el objetivo de disponer de una
informacion diagndstica mas precoz que los cultivos microbioldgicos

convencionales.

A pesar de presentar una buena sensibilidad para diagnosticar
infeccién intraamnidtica, la mayoria de estos marcadores estan
limitados por su tasa de falsos positivos y su bajo valor predictivo
positivo. Ademas, en la actualidad, el analisis de los marcadores
inflamatorios requiere del estudio en liquido amnidtico con el riesgo de
complicaciones que, aunque bajo, esta asociado al procedimiento

invasivo.

Quedan, no obstante, aspectos poco conocidos sobre estos

marcadores inflamatorios en liquido amnidtico:

1.- No existe evidencia en la literatura que demuestre si los
marcadores inflamatorios, como la IL6 o determinados biomarcadores
protedmicos (Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2) actuan como
factores de riesgo independientes de infeccion intraamnidtica, de parto
pretérmino y de mal resultado neonatal y que confieren, por si solos, un

mal prondstico a la gestacion.
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2.- Tampoco existen referencias que demuestren si la edad
gestacional en el debut clinico y la longitud cervical ecografica actuan

como factores de riesgo independiente de inflamacién intraamnidtica.

3.- Ademas, no se han establecido en la literatura puntos de corte
ni de edad gestacional ni de longitud cervical que se asocien a un

mayor riesgo de inflamacion intraamnidtica.

Demostrar que la combinacion de marcadores inflamatorios como
la IL6 y determinados biomarcadores protedmicos (Calgranulins A, C,
Neutrophil defensins 1, 2) mejora la tasa de deteccion de infeccion
intraamnidtica, y reduce el porcentaje de falsos positivos permitiria
disponer de un modelo diagndstico de infeccion intraamnidtica con un

mejor valor predictivo que la utilizacién aislada de cada uno de ellos.

A la espera de demostrar un beneficio en el tratamiento médico
con antibiético / antiinflamatorio dirigido a la infeccion / inflamacion
intraamnidticas en gestantes con amenaza de parto pretérmino y bolsa
integra, resulta de gran interés clinico seleccionar el subgrupo con
mayor riesgo inflamatorio a través de parametros clinicos no invasivos

como la edad gestacional y la longitud cervical.
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Objetivos

Demostrar que determinadas proteinas inflamatorias
(Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2) en liquido
amniotico se asocian a mayor riesgo de prematuridad, infeccion

intraamnidtica y malos resultados neonatales (estudio 1).

Calcular las tasas de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo de la IL6 en liquido amnidtico
para predecir infeccién intraamnidtica, parto prematuro vy

morbilidad neonatal (estudio 1).

Calcular las tasas de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo de determinadas proteinas
inflamatorias (Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2) en
liquido amnidtico para predecir infeccién intraamnidtica, parto

prematuro y morbilidad neonatal (estudio 1).

Demostrar que IL6 y determinados biomarcadores
protedmicos (Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2) en
liquido amnidtico, son marcadores independientes de infeccion
intraamnidtica, parto pretérmino y malos resultados neonatales
(estudio 1).

Demostrar que, en pacientes con amenaza de parto
pretérmino y membranas integras, la integracion en un mismo
modelo diagnostico de IL6 y determinadas proteinas
inflamatorias (Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2) en
liquido amni6tico mejora la tasa de deteccion y de prediccidon de
infeccion intraamnidtica, parto prematuro y morbilidad neonatal,

reduciendo la proporcién de falsos positivos (estudio 1).
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6.

10.

11.

12.

Demostrar que la inflamacién intraamniética, definida por
niveles altos de IL6 en liquido amnidtico, se asocia a parto
pretérmino, infeccién intraamniética y malos resultados

neonatales en la amenaza de parto pretérmino (estudio 2).

Establecer un punto de corte de edad gestacional de mayor

riesgo de presentar inflamacién intraamniética (estudio 2).

Calcular las tasas de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo de un punto de corte de riesgo de
edad gestacional para predecir inflamacién intraamnidtica
(estudio 2).

Establecer un punto de corte de longitud cervical ecografica
de mayor riesgo de presentar inflamacion intraamniotica
(estudio 2).

Calcular las tasas de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivo y negativo de un punto de corte de riesgo de
longitud cervical ecografica para predecir inflamacion

intraamnidtica (estudio 2).

Demostrar que la edad gestacional en el debut clinico y la
longitud cervical ecografica son marcadores independientes de

inflamacioén intraamnidtica (estudio 2).

Demostrar que la integracion de la edad gestacional en el
debut clinico y la longitud cervical ecografica en un mismo
modelo diagndstico mejora la tasa de deteccion y prediccion de

inflamacién intraamnidtica (estudio 2).
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4.1. METODOLOGIA DE ESTUDIO

El disefio del estudio, la poblacidon de estudio asi como la
metodologia utilizada se detallan en los apartados de “Material y
Métodos” de cada uno de los articulos que constituyen el cuerpo

doctrinal de la presente Tesis Doctoral.

Dichos articulos se incluyen a continuacién tal y como han sido

aceptados para publicacion en la literatura cientifica.
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Estudio 1

“Predictive value of combined amniotic fluid proteomic
biomarkers and interleukin-6 in preterm labor with intact

membranes.”

Teresa Cobo, Montse Palacio, Aleix Navarro-Sastre, Antonia

Ribes, Jordi Bosch, Xavier Filella, Eduard Gratacos.
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Predictive value of combined amniotic fluid
proteomic biomarkers and interleukin-6
in preterm labor with intact membranes

Teresa Cobo, MD; Montse Palacio, MD; Aleix Navarro-Sastre, MD; Antonia Ribes, MD;

Jordi Bosch, MD; Xavier Filella, MD; Eduard Gratacds, MD

OBJECTIVE: To assess proteomic biomarkers and interleukin-6 alone
or in combination to predict intraamniotic infection, preterm birth, and
neonatal morbidity in preterm labor with intact membranes.

STUDY DESIGN: Amniotic fluid interleukin-6 and selected proteomic
biomarkers were assayed from 86 patients with preterm labor and in-
tact membranes (22-36 weeks). The predictive value of each marker
alone or in combination was evaluated for intraamniotic infection, pre-
term birth, and neonatal composite morbidity.

RESULTS: Both interleukin-6 (odds ratio, 19.5; P = .012) and pro-
teomic biomarkers (odds ratio, 25.2; P = .001) were statistically inde-

pendent predictors of intraamniotic infection with sensitivity, positive
predictive value, and false-positive rates of 25%, 17.6%, and 20%
when 1 marker was present and of 75%, 75%, and 4.3% when both
were detected. Their combination did not improve prediction of preterm
birth or neonatal morbidity.

CONCLUSION: The combined use of proteomic biomarkers and inter-
leukin-6 to predict intraamniotic infection shows better accuracy than
when used alone.

Key words: interleukin-6, intraamniotic infection, preterm labor with
intact membranes, proteomic biomarkers

Cite this article as: Cobo T, Palacio M, Navarro-Sastre A, et al. Predictive value of combined amniotic fluid proteomic biomarkers and interleukin-6 in preterm
labor with intact membranes. Am J Obstet Gynecol 2009;200:499.e1-499.e6.

he main challenges in the clinical

management of threatened preterm
labor are the prediction of intraamniotic
infection and preterm birth. The stron-
gest predictor of intraamniotic infection
is intraamniotic inflammation, which
may occur in up to 20% of patients with
preterm labor.' Intraamniotic inflam-
mation has been demonstrated to be as-
sociated with a shorter latency time to
delivery and a significantly increased rate

From the Departments of Maternal-Fetal
Medicine (Drs Cobo, Palacio, and Gratacos),
Biochemistry and Molecular Genetics (Drs
Navarro-Sastre, Ribes, and Filella), and
Microbiology (Dr Bosch) and CIBER de
Enfermedades Raras (CIBERER) (Drs
Palacio, Navarro-Sastre, Ribes, and
Gratacos), Institut de Investigacions
Biomediques August Pi-Sunyer (IDIBAPS),
Hospital Clinic, University of Barcelona,
Barcelona, Spain.

Received June 3, 2008; revised Sept. 22,
2008; accepted Dec. 22, 2008.

Reprints not available from the authors.
0002-9378/$36.00

© 2009 Mosby, Inc. All rights reserved.

doi: 10.1016/j.ajog.2008.12.036

of neonatal adverse outcomes, even in
the absence of demonstrable positive
cultures.” The identification of intraam-
niotic inflammation in clinical practice is
still limited. Interleukin-6 (IL-6) in am-
niotic fluid has shown the best sensitivity
to predict infection in patients with pre-
term labor, with values ranging from 80-
100%.>* However, its clinical use may
still be limited, considering that reported
false-positive rates are 18-25% and pos-
itive predictive values 36-44%.>* This
has prompted the search for further bio-
markers to refine the prediction of intra-
amniotic infection and preterm birth.
Proteomic analysis has been proposed
as a clinically useful method to diagnose
intraamniotic inflammation in patients
with preterm labor and/or premature
rupture of membranes. Several proteins
associated with inflammation, including
calgranulin A, C, and neutrophil de-
fensins 1 and 2, have been identified in
amniotic fluid samples from patients
with these conditions.”” Recent re-
ports®® suggest that the profile of these
proteins in amniotic fluid allows identi-
fication of intraamniotic infection with a
sensitivity and specificity similar to those

previously reported for IL-6.° These
findings support the use of the amniotic
fluid proteomic profile as a valid marker
of inflammation and, consequently, as a
predictor of the risk of intraamniotic in-
fection. However, it is unknown whether
the proteomic profile and IL-6 are inde-
pendent biomarkers and, therefore,
whether their combined use could im-
prove the prediction of intraamniotic in-
fection, preterm birth, and neonatal
composite morbidity.

The purpose of this study was to con-
firm preliminary evidence on the diag-
nostic value of selected proteomic bio-
markers in preterm labor with intact
membranes and to assess the indepen-
dent and combined contribution of pro-
teomic biomarkers and IL-6 for the pre-
diction of intraamniotic infection,
preterm birth, and adverse outcomes.

MATERIALS AND METHODS

Study population

A prospective cohort study was per-
formed from October 2005-December
2007 at the Hospital Clinic of Barcelona,
Catalonia, Spain. The patients enrolled
in this study were pregnant women with
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clinical symptoms of preterm labor and
intact membranes between 22-36 weeks
of gestation. Multiple pregnancies and
patients with clinical signs of chorioam-
nionitis at admission were considered
noneligible for this study. Gestational
age was established according to the
first-trimester ultrasound scan. Written
informed consent was obtained from all
subjects to donate amniotic fluid for re-
search purposes. The institutional re-
view board of Hospital Clinic approved
the collection and use of these samples
and information for research purposes
(approval date, Oct. 5, 2005).

Study design

Transvaginal cervical length was mea-
sured on admission, and transabdomi-
nal amniocentesis was performed within
the first 48 hours. Cultures for genital
mycoplasma, aerobic and anaerobic bac-
teria, as well as amniotic fluid glucose
concentration, white blood cell counts,
and Gram stains were performed imme-
diately after collection and their results
were available for clinical management.
The remaining amniotic fluid was cen-
trifuged at 4000 rpm for 10 minutes at
4°C and stored at -70°C until assayed for
IL-6 and selected proteomic biomarkers,
the results of which were not used for
clinical decisions. Maternal blood sam-
ples were collected at admission and
were also centrifuged at 4000 rpm for 10
minutes at 4°C. The remaining serum
was stored at -70°C until assayed for se-
lected proteomic biomarkers. After de-
livery, placentae were routinely collected
if there were signs of chorioamnionitis or
fetal distress and cultured and placed in
10% neutral buffered formalin for stan-
dard histologic examination. All mater-
nal and neonatal medical records were
reviewed, and the perinatal outcome was
recorded.

Pregnancy management

A complete course of antenatal steroids,
betamethasone 12 mg intramuscular in-
jection with 2 doses given 24 hours apart,
was administered from 24-34 weeks. To-
colysis (ritodrine, nifedipine, or atosi-
ban) was considered in all cases in the
absence of clinical chorioamnionitis, ab-
ruptio placentae, and fetal compromise

beyond 24 weeks and before 34 weeks.
Maternal and fetal status was closely
monitored for signs of chorioamnioni-
tis, labor, and/or fetal compromise. Pro-
phylactic parenteral broad-spectrum an-
tibiotics were given during 5 days in the
following situations: advanced cervical
dilatation with the exposure of the am-
niotic membranes to the vagina, the di-
agnosis of intraamniotic infection, and
the development of clinical signs of cho-
rioamnionitis. The antibiotic regimen of
choice was parenteral ampicillin 1 g ev-
ery 6 hours and gentamycin 80 mg every
8 hours. In the absence of clinical chorio-
amnionitis, patients with a positive am-
niotic fluid culture were given parenteral
antibiotics and closely monitored for
signs of chorioamnionitis or fetal com-
promise until 34 weeks, when they were
allowed to labor. Induction of labor was
based on gestational age and maternal or
fetal clinical signs of chorioamnionitis.

Terminology definition

Preterm labor was defined as the pres-
ence of regular uterine contractions with
a frequency of at least 2 every 10 minutes
and cervical changes. Clinical chorioam-
nionitis was defined according to
Gibbs’criteria as a temperature elevation
to 37.8°C and 2 or more of the following
criteria: uterine tenderness, malodorous
vaginal discharge, fetal tachycardia (>
160 beats per minute [bpm]), maternal
tachycardia (> 100 bpm), and maternal
leukocytosis > 15000/mm”.’ Intraamni-
otic infection was considered in patients
with a positive amniotic fluid culture.'
Histologic chorioamnionitis was defined
as an infiltration of the chorion and/or
amnion by polymorph nuclear leuco-
cytes and histologic funisitis as the pres-
ence of neutrophil infiltration into the
umbilical vessel walls or into Wharton’s
jelly."! Neonatal composite morbidity
included the presence of any of the fol-
lowing criteria: intraventricular hemor-
rhage, respiratory distress syndrome,
congenital sepsis, and periventricular
leukomalacia by ultrasound suspicion.
Puerperal endometritis was considered
in patients with a temperature > 38°C on
2 occasions 4 hours apart (excluding the
day of delivery), associated with uterine
tenderness, foul-smelling lochia, and no
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other apparent source of infection.” To
compare maternal and neonatal results,
we defined “positive proteomic biomar-
kers” on detection of atleast 1 inflamma-
tory protein in amniotic fluid (calgranu-
lin A or C or neutrophil defensin 1, 2)
and “negative proteomic biomarkers”
when none of these proteins was
detected.

Methods

IL-6 levels were measured by enzyme-
linked immunoassay (ELISA) (Bio-
source; Invitrogen, Carlsbad, CA). The
minimum detectable level of IL-6 was 0.2
ng/mL. Our proteomic profile was based
on the identification of selected pro-
teomic biomarkers (calgranulin A, C,
and neutrophil defensin 1, 2) using SDS-
PAGE methodology and confirmed by
Western blot. Details about the method-
ology used for proteomic biomarkers de-
terminations are available in a supple-
mental appendix.

Statistical analysis

Data were collected in an Access Data-
base made for this purpose. Statistical
analyses were performed with the SPSS
14.0 statistical software (SPSS, Inc, Chi-
cago, IL). Receiver-operator curve
(ROC) analysis was used to display the
relationship between sensitivity and
false-positive (FP) rate (1-specificity)
and to select the best cutoff value for IL-6
to diagnose intraamniotic infection.
Two X 2 contingency tables were con-
structed and x” test or Fisher exact test
analysis of independence was used to
identify significant differences among
test performances. Continuous data
were compared with the Student ¢ test.
Diagnostic indices were calculated (sen-
sitivity, specificity, positive predictive
value [PPV], negative predictive value
[NPV], positive likelihood ratio [LR+],
and negative likelihood ratio [LR—]) for
IL-6 and selected proteomic biomarkers
to identify intraamniotic infection, pre-
term delivery < 37 weeks, and neonatal
composite morbidity.

Univariate and logistic regression
were performed to investigate the rela-
tionship between proteomic biomarkers
and IL-6 and the occurrence of intraam-
niotic infection, preterm delivery < 37
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TABLE 1
Diagnostic indices of selected proteomic biomarkers and IL-6 to diagnose different outcomes
Variable Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%) LR+ LR—
IL-6 = 13.4 ng/dL
Intraamniotic infection 91.6 80 44 98.3 45 0.10
Preterm delivery < 37 wk 46 93.8 92 52.6 74 0.57
Neonatal composite morbidity 19.7 38.1 48 14.03 0.5 1.3
Selected proteomic biomarkers
Intraamniotic infection 83.3 91.9 62.5 971 10.15 0.18
Preterm delivery < 37 wk 30 96.9 93.8 47 9.6 0.72
Neonatal composite morbidity 40.9 89.1 56.2 81.4 3.75 0.66
IL-6, interleukin-6; LR—, negative likelihood ratio; LR+, positive likelihood ratio; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value;
L Cobo. Predictive value of combined AF proteomic biomarkers an IL-6 in preterm labor. Am ] Obstet Gynecol 2009. )

weeks, and neonatal composite morbid-
ity. A P value of less than .05 was used to
indicate significance.

RESULTS

Over the study period, from 130 eligi-
ble patients with clinical symptoms of
preterm labor, a total of 86 patients
were not under antibiotics at admis-
sion and signed the consent form. Am-
niotic fluid samples could be retrieved
from all cases. The analysis of the first
30 maternal blood samples revealed
that none of the proteins of interest
was present. Therefore, the remaining
maternal blood samples were not ana-
lyzed. Gestational ages at admission
and at delivery of the 44 women not
included were comparable to the pop-
ulation of study.

Gestational age, cervical length at ad-
mission, and gestational age at delivery
of the entire study population were (me-
dian and range) 31.2 (22.1-36.0) weeks,
15.5 (1-45) mm, and 35.0 (22.1-41.5)
weeks, respectively. The overall rate of
intraamniotic infection, defined as a
positive amniotic fluid culture, was
13.9% (12/86). The microorganisms iso-
lated from the amniotic fluid included
Ureaplasma urealyticum (n = 3), Can-
dida albicans (n = 2), Proteous mirabilis
(n = 1), Fusobacterium spp (n = 1),
Streptococcus viridans (n = 1), Staphylo-
coccus epidermidis (n = 1), Bacteroides
spp (n = 1), Escherichia coli (n = 1), and
Peptostreptococcus spp (n = 1).

IL-6 was measured in 82 cases. The
measurement could not be performed in

4 cases because of technical problems
with the sample. ROC analysis demon-
strated that the best cutoff value for IL-6
to diagnose intraamniotic infection was
13.4 ng/mL (area under the curve, 0.869;
95% confidence interval, 0.78-0.93). The
prevalence of intraamniotic inflamma-
tion according to this cutoff was 30.4%
(25/82). The sensitivity, specificity, PPV,
NPV, LR+, and LR— of IL6 to predict
intraamniotic infection, preterm deliv-
ery < 37 weeks, and neonatal composite
morbidity are displayed in Table 1.

“Positive proteomic biomarkers” were
detected in 18.6% (16/86) of women.
The sensitivity, specificity, PPV, NPV,
LR+, and LR— of the selected proteomic
biomarkers to diagnose intraamniotic
infection, preterm delivery < 37 weeks
and neonatal composite morbidity are
summarized in Table 1. A subanalysis
was performed to compare the maternal
and neonatal characteristics in patients
with “positive and negative proteomic
biomarkers” (Table 2). Gestational age
at admission and at delivery, amniocen-
tesis-to-delivery interval, mean birth-
weight, days of admission in the neonatal
intensive care unit (NICU), major neo-
natal morbidity, and mortality rates were
significantly worse among the group
of women with “positive proteomic
biomarkers.”

Logistic regression showed that both
the proteomic biomarkers and the amni-
otic fluid IL-6 had a significant and inde-
pendent relationship with intraamniotic
infection (Table 3). However, when the
relationship with preterm delivery < 37

weeks and neonatal composite morbid-
ity were analyzed, only IL-6 remained
significantly associated. An algorithm
was constructed to describe the relation-
ship between the presence of IL-6 and/or
selected proteomic biomarkers and in-
traamniotic infection. The combination
of IL-6 and proteomic biomarkers had a
better predictive accuracy than any of the
biomarkers alone (Table 4). Amniotic
fluid IL-6 or proteomic biomarkers used
as single biomarkers are limited by a rel-
atively poor performance in terms of
sensitivity (25%), FP rate (20%), and
PPV (17.6%). The integration of IL-6
and selected proteomic biomarkers in a
combined model resulted in a consider-
able improvement in the detection rate
(75-100%). When both markers are
present in amniotic fluid, a lower FP rate
(4%) and a higher PPV (75%) are

achieved to predict intraamniotic
infection.
COMMENT

This study provides evidence that amni-
oticfluidIL-6andselected proteomicbio-
markers are independent risk factors for
intraamniotic infection. To predict am-
niotic microbial invasion, the combined
use of both tests showed a considerably
better accuracy than the use of each 1
alone. In contrast, the addition of the
proteomic biomarkers to IL-6 did not
improve the predictive value for preterm
birth and neonatal morbidity.

In this study, the predictive value of
IL-6 for intraamniotic infection was sim-
ilar to that described in previous re-

MAY 2009 American Journal of Obstetrics & Gynecology 499.e3



RESEARCH Obstetrics www.AJOG.org
'4 )
TABLE 2
Clinical characteristics based on selected proteomic biomarkers
Negative proteomic Positive proteomic
Variable biomarkers, n = 70 biomarkers, n = 16 P
Baseline clinical features
Maternal age (y), mean (SD) 28.5 (6.4) 32.5(7.4) .035
Nulliparity n (%) 39 (55.7%) 5(31.2%) .099
Previous preterm delivery n (%) 8 (11.4%) 5(31.2%) .060
GA at admission (wk), mean (SD) 30.4 (3.6) 26.1(3.3) < .001
GA < 28 wk n (%) 19 (27.1%) 12 (75%) .001
GA < 32 wk n (%) 38 (54.2%) 15 (93.7%) .004
Bishop index, mean (SD) 4.2 (3.2 6.1 (3.0) .038
Cervical length (mm), mean (SD) 19.2 (11.5) 11.5(6.3) .030
Clinical and perinatal outcome
Positive AF culture n (%) 2 (2.8%) 10 (62.5%) .001
AF IL-6 = 13.4 ng/mL n (%) 13/66 (19.6%) 12/16 (75%) <.001
GA at delivery (wk), mean (SD) 34.7 (4.6) 27.8 (4.7) < .001
GA < 28 wk n (%)? 9/19 (47.3 %) 10/12 (83.3%) .050
GA < 32 wk n (%)° 15/38 (39.4%) 12/15 (80%) .008
GA < 37 wk n (%) 38 (54.2%) 15 (93.7%) .004
AC-to-delivery < 14 d n (%) 29 (41.4%) 14 (87.5%) .002
Birthweight (g), mean (SD) 2499.4 (1006.8) 1185.4 (756.3) <.001
5-min Apgar score, mean (SD) 9.6 (2.0 7.1 (3.3 .001
UA pH, mean (SD) 7.26 (0.07) 7.27 (0.1) 634
Clinical chorioamnionitis n (%) 7 (10%) 3(18.7%) .386
Histologic chorioamnionitis n (%) 12/26° (46.1%) 10/11° (90.9%) .001
Histologic funisitis n (%) 4/26° (15.3%) 7/11° (63.6%) .006
Puerperal endometritis n (%) 0 0 —
Neonatal outcomes
Days of admission to NICU, mean (SD) 11.9 (22.8) 39.9 (34.7) < .001
Major neonatal morbidity n (%) 13 (18.5%) 9 (56.2%) .004
Neonatal mortality n (%) 3 (4.2%) 5(31.2%) .005
AC, amniocentesis; AF, amniotic fluid; GA, gestational age; /L-6, interleukin-6; N/CU, neonatal intensive care unit; SD, standard deviation; UA, umbilical artery.
Thirty-one women were admitted < 28 wk; ° Fifty-three women were admitted < 32 wk: © Placentae collected.
L Cobo. Predictive value of combined AF proteomic biomarkers and IL-6 in pretern labor. Am ] Obstet Gynecol 2009. )

ports.>* Inaddition, our findings were in
line with the 2 previous studies evaluat-
ing the value of the proteomic profile to
predict intraamniotic infection.>® We
further confirm the relationship between
“positive proteomic biomarkers” and
perinatal adverse outcomes as previously
described.®'* However, we did not re-
produce the nearly 100% sensitivity to
predict preterm birth as reported by
Buhimschi et al,® with only a 30% sensitiv-
ity in our patients. We speculated that the

different case mix of the 2 series may par-
tially explain the difference. The popula-
tion studied by Buhimschi et al® included a
significant proportion of patients with pre-
mature rupture of membranes, with sub-
stantially higher intraamniotic infection
and preterm delivery rates than women
with preterm labor and intact mem-
branes."? Finally, calgranulin A, C, and
neutrophil defensins 1, 2 were not detected
in maternal blood samples, although pre-
liminary data reported by Gravett et al’
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suggested that other proteomic biomark-
ers, such as calgranulin B and IGFBP-1,
might be detectable in maternal serum.
The main contribution of amniotic
fluid biomarkers in preterm labor with
intact membranes is in the potential
identification of intraamniotic infection
at an earlier stage of microbial invasion.
As demonstrated in this and previous
studies,” TL-6 used as a single biomar-
kerislimited byarelativelypoorperform-
ance in terms of FP rateand PPV. The in-



Relationship between inflammatory markers and intraamniotic
infection, preterm delivery < 37 wk, and neonatal
composite morbidity analyzed by logistic regression

Variable 0Odds ratio 95% CI P
Intraamniotic infection
Selected proteomic biomarkers 25.2 3.7-169.5 .001
Amniotic fluid IL-6 = 13.4 ng/mL 19.5 1.9-198.8 .012
Preterm delivery < 37 wk
Selected proteomic biomarkers 5.8 0.6-52.4 115
AF IL-6 = 13.4 ng/mL 8.2 1.6-40.2 .009
Neonatal composite morbidity
Selected proteomic biomarkers 2.8 0.7-10.6 125
AF IL-6 = 13.4 ng/mL 4.4 1.3-14.8 .014

AF, amniotic fluid; C/, confidence interval; /L-6, interleukin-6.

Cobo. Predictive value of combined AF proteomic biomarkers and IL-6 in preterm labor. Am ] Obstet Gynecol 2009.

tegration of IL-6 and proteomic
biomarkers in a combined model re-
sulted in a considerable improvement
in the detection rate of intraamniotic
infection (75%), with a lower FP rate
(4%) and a higher PPV (75%), when
both inflammatory markers are
present. These findings support the
notion that a single test that combined
both markers would be useful to pro-
vide rapid prediction of infection in
patients with preterm labor without
clinical symptoms of chorioamnionitis.

The prediction of preterm delivery
was much lower than that observed for
intraamniotic infection. Preterm birth is
a multietiologic condition and an intra-
amniotic infection that reportedly ac-
count for about 20% of cases.' In our
study, IL-6 did demonstrate to be an in-
dependent predictor of preterm delivery,
with lower predictive value than that for
intraamniotic infection, in agreement
with previous studies.'* In addition, the

combination of the proteomic biomark-
ers with IL-6 did not improve the accu-
racy to predict preterm birth.

Proteomic biomarkers were associ-
ated with worse perinatal outcomes, but
we failed to demonstrate that they are in-
dependent factors to predict neonatal
composite morbidity. That could be due
to the limited number of patients with
intraamniotic infection or because
women with positive amniotic fluid cul-
tures were treated with antibiotics. This
intervention could have changed the
natural course of infection and im-
proved neonatal results. Whether this
therapeutic approach delayed overt in-
traamniotic infection and changed neo-
natal morbidity remains elusive.

Our study presents several limitations.
First, the number of patients with both
IL-6 and proteomic biomarkers detected
in amniotic fluid was small (n = 12).
Although the results suggest that the in-
tegration of IL-6 and proteomic biomar-

Predictive value of IL-6 and selected proteomic biomarkers
in a combined model to diagnose intraamniotic infection

IL-6 and proteomic biomarkers S (%) FP (%) PPV (%) NPV (%)
One positive (n = 17) 25 20 17.6 86.1
Any positive (= 1) (n = 29) 100 24.3 413 100
Two positive (n = 12) 75 4.3 75 95.7

FP, false positive; /L-6, interleukin-6; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value; S, sensitivity.
Cobo. Predictive value of combined AF proteomic biomarkers and IL-6 in preterm labor. Am ] Obstet Gynecol 2009.

Obstetrics

kers improves the prediction of intraam-
niotic infection, larger prospective
clinical trials are needed to confirm these
findings. Second, we did not perform a
full proteomic characterization in amni-
otic fluid but rather measured selected
markers of inflammation. However, we
included all relevant markers consis-
tently reported to show the strongest
predictive value for intraamniotic in-
flammation,>%1%15:16 Finally, the clini-
cal applicability of the results reported
here is limited, because the algorithm
evaluated in this study is not yet clinically
applicable because of the lack of com-
mercially available kits to determine the
proteomic profile of amniotic fluid.

In conclusion, this study suggests that
both IL-6 and selected proteomic bio-
markers are independent inflamma-
tory markers of infection and that their
combination improves the diagnostic
capacity to predict microbial invasion in
women at high risk of preterm labor. The
combination of both markers in a single,
rapid test in the group of patients with
preterm labor and intact membranes
could improve the clinical management
of these patients, reducing the rate of de-
liveries of noninfected premature infants
and predicting which patients will
present a positive culture to initiate early
prenatal strategies to treat the infection.
The findings of this study must be con-
firmed in larger prospective studies.
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APPENDIX

In denaturing SDS-PAGE separations,
migration was determined by molecular
weight. The gel was stained with Coo-
massie Blue to identify the proteins of
interest. A Prestained Standard was used
to estimate the molecular weight of the
proteins of interest (Prestained SDS-
PAGE Standards; Biorad). The molecu-
lar weight of calgranulin A is about 10.8
kDa and calgranulin C about 10.4 kDa.
The molecular weight of neutrophil de-
fensin 1 and 2 ranges from 3.3-3.4 kDa.
Western blot further confirmed the
identity of the biomarkers. In Western
blot, the proteins were transferred to a
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paper of nitrocellulose. The blot was in-
cubated with a generic protein (milk
proteins) to bind to any remaining sticky
places on the nitrocellulose. Specific an-
tibodies (calgranulin A goat C-terminal
human, calgranulin C goat C-terminal
human and human neutrophil protein
[HNP] [1-0.3] goat N-terminal human;
Santa Cruz Biotechnology) were then
added to the solution, which was able to
bind to its specific protein. After rinsing
the membrane to remove unbounded
primary antibody, it was exposed to an-
other antibody, secondary antibody, di-
rected at a species-specific portion of the
primary antibody. This secondary anti-
body, was an antigoat antibody (mouse
antigoat IgG HRP; Santa Cruz Biotech-
nology). The colorimetric detection
method depended on incubation of the
Western blot with a substrate that re-
acted with peroxidase that was bound to
the secondary antibody (Opti 4CN; Bio-
rad). This converted the soluble dye into
an insoluble form of a different color,
which precipitated next to the enzyme
and thereby stained the nitrocellulose
membrane. The identification of the
proteins of interest stained on nitrocel-
lulose membranes was considered as a
positive proteomic profile.
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preterm labor with intact membranes are independent predictors of intra-amniotic
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CERVICAL LENGTH AND GESTATIONAL AGE AT ADMISSION AS
PREDICTORS OF INTRA-AMNIOTIC INFLAMMATION IN PRETERM
LABOR WITH INTACT MEMBRANES

M.Palacio, T.Cobo, J.Bosch, X Filella, A.Navarro, A.Ribes, E.Gratacos.

ABSTRACT

Objective: To evaluate cervical length and gestational age as predictors of intra-
amniotic inflammation in patients admitted because of preterm labor and intact

membranes.

Methods: 93 pregnant women with preterm labor and intact membranes were included
in our study. Transvaginal cervical length was measured on admission and

transabdominal amniocentesis was performed within the first 48 hours at admission.

Positive amniotic fluid cultures defined intra-amniotic infection. High levels of IL6
defined intra-amniotic inflammation. To determine the best cutoff point of IL6, a ROC
curve was constructed. Considering inflammatory status, perinatal outcomes were
evaluated and compared. Logistic regression was used to investigate associations of
different explanatory variables with inflammatory status. A non-invasive approach to
detect intra-amniotic inflammation in women admitted because of preterm labor with
intact membranes was evaluated.

Results: Intra-amniotic infection and inflammation rates were 14% and 28%,
respectively. ROC curve analysis showed that best cutoff value for IL6 was 13.4 ng/mL

which was comparable to the cutoff of 11.3 ng/mL reported previously by other authors.

John Wiley & Sons, Ltd.
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Regardless of the intra-amniotic microbial status, perinatal outcomes in women who
developed intra-amniotic inflammation were worse than those who did not. Cervical
length < 15 mm and gestational age at admission < 28 weeks were independently
associated with intra-amniotic inflammation. A strategy considering these two non-
invasive parameters could detect 84% of women with intra-amniotic inflammation.
Conclusion: Cervical length and gestational age at admission can be used as a non-
invasive method to assess the risk of intra-amniotic inflammation in preterm labor and
intact membranes.

Keywords: Intra-amniotic inflammation, cervical length, preterm labor, intact

membranes, interleukin 6, cytokines.
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INTRODUCTION

Intra-amniotic inflammation is thought to result from an ascending infection and is
considered to precede intrauterine infection.' In preterm labor with intact membranes,
intra-amniotic inflammation has been described as a risk factor of preterm delivery, has
been associated with a shorter latency time to delivery and with a significantly increased
rate of neonatal adverse outcomes, even in the absence of demonstrable positive
cultures.”® Patients with intra-amniotic inflammation are more likely to be refractory to
tocolysis and to rupture their membranes spontaneously > ° It has also been described
that short cervical length is related to intra-amniotic infection” ® and inflammation® and
that the earlier the gestational age, the higher the risk of intra-amniotic inflammation.”
However, no clear cutoff in cervical length or gestational age above which the finding
of an intra-amniotic inflammation is low, has been clearly established. This may be
relevant, particularly considering the risks of an invasive procedure, the fact that intra-
amniotic inflammation in women with preterm labor with intact membranes is found in
only 10-30% of cases and that strategies to treat intra-amniotic inflammation are not yet
available, making the best clinical approach controversial. Although different
inflammatory markers such as amniotic fluid white blood cell count and glucose,
cytokine (IL6) and matrix metalloproteinase-8 determinations (MMP-8), have been

proposed to provide rapid prognostic information,'%"?

all they need to perform an
invasive procedure.

Stratification of the risk based on non-invasive markers could substantially reduce the
need for invasive procedures, thereby increasing the efficiency of the test.

The purpose of the study was to evaluate cervical length and gestational age as non-

invasive markers to select the highest risk group of intra-amniotic inflammation in
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preterm labor and intact membranes in which amniocentesis would be performed to

assess inflammatory status of amniotic fluid.

MATERIAL AND METHODS

Study population. A prospective cohort study was performed from October 2005 to
April 2008 at the Hospital Clinic of Barcelona, Catalonia, Spain. The patients enrolled
in this study were pregnant women with clinical symptoms of preterm labor and intact
membranes between 22.0 to 36.0 weeks of gestation. Multiple pregnancies, patients
with clinical signs of chorioamnionitis at admission or those who were under antibiotics
for any reason were considered non-eligible for this study. Gestational age was
established according to the first-trimester ultrasound scan. Written informed consent
was obtained from all subjects to donate amniotic fluid for research purposes. The
Institutional Review Board of Hospital Clinic approved the collection and use of these
samples and information for research purposes.

Study protocol. Transvaginal cervical length was measured on admission and
transabdominal amniocentesis was performed within the first 48 hours. Cultures for
genital mycoplasma, aerobic and anaerobic bacteria, as well as amniotic fluid glucose
concentration, white blood cell counts and Gram stains were performed immediately
after collection and their results were available for clinical management. The remaining
amniotic fluid was centrifuged at 4000 rpm for 10 minutes at 4°C and stored at -70°C
until assayed for IL-6, the results of which were not used for clinical decisions.
Maternal blood samples were collected at admission and were also centrifuged at 4000
rpm for 10 minutes at 4°C. The remaining serum was stored at -70°C until assayed for

IL6 levels. All maternal and neonatal medical records were reviewed and perinatal
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outcome was recorded. Three groups were compared considering inflammatory and
infectious status of amniotic fluid: women with low IL6 and negative culture, women
with high IL6 and negative culture and women with positive culture.

Pregnancy management. A complete course of antenatal steroids, betamethasone 12
mg intramuscular injection with two doses given 24h apart, was administered from 24.0
to 34.0 weeks. Tocolysis was considered in all cases in the absence of clinical
chorioamnionitis, abruptio placentae and fetal compromise. Maternal and fetal status
were closely monitored for signs of chorioamnionitis, labor and/or fetal compromise.
Prophylactic parenteral broad-spectrum antibiotics were given in the following
situations: advanced cervical dilatation (defined as a cervical dilatation > 4 cm),
diagnosis of intra-amniotic infection and development of clinical signs of
chorioamnionitis. The antibiotic regimen of choice was parenteral ampicillin 1g every 6
h and gentamycin 80 mg every 8h given during 5 days. These antibiotics have
demonstrated in our institution to eradicate most of the microorganisms which could
potentially develop corioamnionitis. According to our protocol, in absence of clinical
chorioamnionitis, women with a positive amniotic fluid culture were given parenteral
antibiotics during 10 days and closely monitored for signs of chorioamnionitis or fetal
compromise until 34.0 weeks when they were allowed to labor. Induction of labor was
based on gestational age and maternal or fetal clinical signs of chorioamnionitis
Terminology definition. Preterm labor was defined as the presence of regular uterine
contractions with a frequency of at least two every ten minutes and cervical changes.
Clinical chorioamnionitis was defined following Gibbs’criteria as a temperature
elevation to 37.8°C and two or more of the following criteria: uterine tenderness,

malodorous vaginal discharge, fetal tachycardia (more than 160 beats per minute
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(bpm)), maternal tachycardia (more than 100 bpm) and maternal leukocytosis >
15000/mm® . Intra-amniotic infection was defined by the presence of a positive
amniotic fluid culture. Intra-amniotic inflammation was defined by the presence of high
levels of IL6 in amniotic fluid. Histological chorioamnionitis was defined as an
infiltration of the chorion and/or amnion by polymorph nuclear leucocytes'*. Neonatal
composite morbidity included the presence of any of the following criteria:
intraventricular hemorrhage, respiratory distress syndrome, congenital sepsis and
periventricular leukomalacia by ultrasound suspicion. Puerperal endometritis was
considered in patients with a temperature > 38°C on two occasions four hours apart
(excluding the day of delivery), associated with uterine tenderness, foul-smelling lochia,
and no other apparent source of infection'’.

Statistical analysis. Receiver operator curve (ROC) analysis was employed to display
the relationship between sensitivity and false-positive rate (1-specificity) and to select
the best cutoff value for IL6 to diagnose intra-amniotic infection. Diagnostic indices
(sensitivity, specificity) and positive and negative predictive values (PPV and NPV,
respectively) to detect intra-amniotic infection were calculated for IL-6. Linear-by-
linear association and ANOVA with polynomic contrast analysis were used to evaluate
trends among the three study groups. Two-by-two contingency tables were constructed
and Chi-square or Fisher exact tests were used to identify significant differences among
test performances. Continuous data were compared with the Student t-test. Kaplan-
Meier probability plots were generated based on the duration from the amniocentesis-to-
delivery interval of the three groups. Differences between the survival function were
analyzed by the Log-rank test. Univariate and logistic regression analysis were

performed to investigate the relationship between the occurrence of the inflammatory
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status and various explanatory variables. Sensitivity and positive predictive values of a
combination of gestational age at admission and cervical length to predict intra-amniotic
inflammation were calculated. A p-value of less than 0.05 was used to indicate
significance. The p values reported do not assume equality of variances. Statistical

analyses were performed with SPSS version 14.0 statistical software.

RESULTS

Over the study period, from 151 eligible patients with clinical symptoms of preterm
labor, a total of 93 patients were not under antibiotics at admission and signed informed
consent. Gestational ages at admission and at delivery of the 37 women not included
were comparable to the population of study.

Thirty-five patients (37.6%) were admitted before 28.0 weeks of gestation; 24 (25.8%)
between 28.0-<32.0 weeks; 21 (22.6%) between 32.1-<34.0 weeks and 13 (14%) > 34.0
weeks of gestation. Gestational age at admission, cervical length and gestational age at
delivery (mean, SD) of the entire study population were 29.4 (3.4) weeks, 15.7 (11.0)
mm, and 33.6 (5.4) weeks, respectively.

Receiver operator curve (ROC) analysis of IL6 to diagnose intra-amniotic infection,
showed an area under the curve of 0.86 (95% confidence interval: 0.77-0.92). The best
cutoff value to define the presence of intra-amniotic inflammation was IL6 >=13.4
ng/mL. However, in order to make our findings consistent with previously reported
cutoff (Romero et al'' ) we changed our value to 11.3 ng/mL, which yielded similar
diagnostic performance. The sensitivity, specificity, PPV and NPV of high IL6 levels
(>=11.3 ng/mL) to diagnose intra-amniotic infection were 84.6%, 81.3%, 42.3% and

97%, respectively.
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The overall rate of intra-amniotic inflammation in patients with preterm labor was 28%
(26/93) whereas proven intra-amniotic infection was detected in 14% of patients
(13/93). In all cases but two with positive amniotic fluid culture, IL6 concentrations
were >= 11.3 ng/ml: in one, the amniotic fluid was positive for Proteus mirabilis and
had an IL6 level of 1.4 ng/ml. The other had an infection for Ureaplasma urealyticum
and had an IL6 level of 4.3 ng/ml. In these two cases, gestational age at admission was
< 28 weeks and cervical length < 15 mm. The most common microorganism isolated
from the amniotic cavity of women with intra-amniotic infection was Ureaplasma
urealyticum (n=4). Others found included: Candida albicans (n=2), Proteus mirabilis
(n=1), Fusobacterium spp (n=1), Streptococcus viridans (n=1), Staphylococcus
epidermidis (n=1) and Peptostreptococcus spp (n=1), Escherichia coli (n=1),
Bacteroides fragilis (n=1).

Maternal characteristics are summarized in Table 1. Regardless of the results of the
microbial culture, gestational age at admission, and cervical length were significantly
lower among the group of women with intra-amniotic inflammation.

Perinatal outcomes are summarized in Table 2. Regardless of the intra-amniotic
microbial status, gestational age at delivery was significantly lower among the group of
women with intra-amniotic inflammation. In this group, a higher percentage of the
women delivered before 28 and 32 weeks of gestation and the amniocentesis-to-delivery
interval was shorter. Mean birth weight was significantly lower and days of admission
to the neonatal intensive care unit were significantly higher among pregnancies
complicated by intra-amniotic inflammation. Mortality and the neonatal composite
morbidity rates were significantly higher in neonates whose mothers developed intra-

amniotic inflammation versus those who did not.
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Remarkably, maternal characteristics and perinatal outcomes were similar between the
intra-amniotic inflammation with negative amniotic fluid culture and the intra-amniotic
infection groups (Tables 1 and 2).

The survival function displayed in Figure 1 shows that the amniocentesis-to-delivery
interval was longer in the non-inflammatory (median, 95% CI: 31 (22.4-39.6) days)
compared to the inflammatory but negative culture group (4 (1.2-6.8) days). Indeed, in
the latter, the amniocentesis-to-delivery interval was similar to that of the intra-amniotic
infection group (3 (0-7.4) days) (Log Rank 23.4, p=< 0.001).

The sensitivity, specificity, PPV and NPV of gestational age at admission < 28 weeks, <
32 weeks and cervical length < 15 mm and < 25 mm to predict intra-amniotic
inflammation are shown in Table 3. Logistic regression analysis (Table 4) showed that
gestational age at admission below 28 weeks and cervical length less than 15 mm were
independently associated with the occurrence of intra-amniotic inflammation (IL6
>=11.3 ng/mL). However, only gestational age at admission < 28 weeks remained
significant (OR 7.3, 95%CI 2.5-21.2, p < 0.001) when 25 mm was used as a cutoff point
for cervical length (OR 3.0, 95%CI 0.7-12.3, p= 0.133). Sensitivity and positive
predictive values to predict intra-amniotic inflammation when gestational age at

admission and cervical length were combined are shown in Table 5.
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COMMENT

Our data report an overall rate of intra-amniotic inflammation and intra-amniotic
infection in patients with preterm labor and intact membranes of 28% and 14%,
respectively. They also show that women with pregnancy complicated with preterm
labor and intact membranes in which an intra-amniotic inflammatory process is
diagnosed have adverse outcomes similar to those with intra-amniotic microbial
invasion and clearly worse than those without an inflammatory component, confirming

. . 1,2, 4
previous studies. * ~

In addition, we show that the inflammatory process is particularly
frequent in pregnancies complicated with preterm labor and intact membranes in early
gestational ages and with short cervical length (PPV 63.6%), while it is rare above 32
weeks (PPV 11.8%).

The major finding of our study is that we have shown that cervical length and
gestational age at admission are independently related to intra-amniotic inflammation.
Although short cervical length has been associated with a higher risk of microbial
invasion of the amniotic cavity ™ the performance of the cervical length to predict
intra-amniotic inflammation rather than infection has only been tested in one study.9
Furthermore, it has already been reported that the earlier the gestational age, the higher
the risk of intra-amniotic inflammation * However, no particular gestational age above
which an invasive procedure may not be worthwhile has been established. As we have
shown that a short cervical length is independently associated with intra-amniotic
inflammation, this data can also be used in combination with gestational age at
admission as a non-invasive approach for the evaluation of the risk of an underlying

inflammatory process. As gestational age < 28 weeks presents a better false positive rate

compared with cervical length < 15 mm (25.4% vs 35.9%, respectively), it seems
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reasonable to use gestational age as a first step in order to avoid unnecessary
procedures.

In the clinical setting, a prudent cutoff for gestational age and cervical length should be
considered taking into account that the diagnosis of intra-amniotic inflammation
requires the use of an invasive procedure and that the overall risk of intra-amniotic
inflammation in preterm labor with intact membranes is, in fact, quite low (10—30%)2’ 10,
"> The fact that the combination of both parameters may discriminate the risk of intra-
amniotic inflammation is, therefore, of clinical relevance. Sensitivity and positive
predictive values shown in Table 5 may help to choose the assumable risk in a specific
setting, reserving the need for amniocentesis to the highest risk group.

The rates of intra-amniotic inflammation and infection in our study are similar to those
reported by other authors.” > ® '% ' In addition, the sensitivity, specificity, PPV and
NPV of IL6 to diagnose intra-amniotic infection in the present study were 84.6%,
81.3%, 42.3% and 97%, respectively, being consistent with those reported in the
literature with sensitivities and specificities ranging from 80.9-100% and 75-82.5%
depending on the group of risk. > 10!

One of the main interests of our results is that few studies have specifically evaluated
the effect of markers of intra-amniotic inflammation such as IL6> % > ¢ 1011 Indeed,
only three reports indicated specifically that women with high IL6 levels but a negative
amniotic culture had a similar adverse outcome to those with a positive amniotic

2,3, 5
culture.”

IL6 determination is already a standardized technique and is easily
available for clinical use in most laboratories. This is in contrast with other markers of
inflammation such as proteomic determinations which need much more sophisticated

facilities. Determination of MMP-8 for the same purpose may also play a role. 412
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The weakness of our study lies in the relatively small sample size and the non
consecutive recruitment of patients. At the time of the study, amniocentesis was not
routinely included in the clinical management of patients with preterm labor and intact
membranes in our institiution and thus, some patients were not studied, leading to a
potential bias. In fact, cervical length and gestational age at admission and gestational
age at delivery show, in our study, a population at high risk for preterm delivery in
which an intra-amniotic inflammatory process may be somewhat overestimated.
However, Romero et al''. and Yoon et al.” reported similar rates of infection and
inflammation. Nonetheless, our study differs from previous reports in that we performed
amniocentesis to study the microbiological status of the amniotic cavity in patients
without any suspicion of infection, while most authors, have studied a mixed population

including women with chorioamnionitis,'®

or women with a diagnosis of cervical
insufficiency.*

The identification of intra-amniotic inflammation rather than bacterial infection may be
clinically more important because inflammation occurs in an earlier stage of microbial
invasion'. The elevation of IL6 levels in amniotic fluid even with a negative culture
may identify patients in whom there is intrauterine infection, although such a process is
extra-amniotic in nature. In this subgroup of patients, early treatment with antibiotics
and/or anti-inflammatory agents may prevent or postpone preterm delivery and improve
neonatal complications. However, an effective therapy to treat this situation is not yet
available making amniocentesis as a universal approach, controversial. Most clinical
guidelines for the management of preterm labor with intact membranes do not include

the amniocentesis to identify an inflammatory or infectious underlying process. Above

32 weeks, the finding of intra-amniotic inflammation is relatively low (11.8%) and
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would be controversial to justify this procedure, while more than half (51.4%) of the
patients below 28 weeks at admission could have an inflammatory component This is
consistent with Yoon et al.® suggesting that the inflammatory pathway may explain
preterm labor, particularly in early gestational ages. Stratification of the risk of intra-
amniotic inflammation based on non-invasive markers, such as cervical length or
gestational age at admission, could select the group of highest risk in which
amniocentesis would be recommended to identify the inflammatory status of amniotic
cavity.

Whether this inflammation can be treated or not to improve perinatal outcomes remains
unknown. Treatment with antibiotics for preterm labor has failed to demonstrate an
improvement in outcomes'® ' but this may be due to the fact that the target population
was not adequately selected and that most women who received treatment probably did
not have an underlying inflammatory mechanism. Whether this approach may be useful
in women presenting with early preterm labor and short cervix is unknown. Further

clinical trials are necessary to answer this hypothesis.
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Figure 1. Kaplan-Meier survival function showing the amniocentesis-to-delivery
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interval in the study groups
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4.2. RESULTADOS GLOBALES

En el primer estudio, el porcentaje global de infeccion

intraamnidtica de nuestra poblacidn con amenaza de parto prematuro
fue del 13.9% (12/86).

Construimos una curva ROC con el objetivo de conocer el mejor
punto de corte de IL6 para diagnosticar infeccion intraamnidtica, que
resulté ser 13.4 ng/mL (area bajo la curva 0.869, 95% IC: 0.78-0.93).
La prevalencia de inflamacion intraamnidtica acorde a este punto de
corte fue del 30.4% (25/82).

Se detectaron biomarcadores proteémicos (Calgranulins A, C,
Neutrophil defensins 1, 2) mediante la técnica SDS-PAGE vy

confirmados por Western Blot en el 18.6% (16/86) de las mujeres.

El analisis de regresién logistica que investigaba la relacion entre
biomarcadores protedmicos e IL6 y la presencia de infeccion
intraamnidtica demostré que los marcadores protedmicos (Odds Ratio
(OR) 25.2, p=0.001) y la IL6 (OR 19.5, p=0.012) eran factores de riesgo

independientes de infeccion intraamniotica.

Sin embargo, cuando se investigé la relacién de estos marcadores
inflamatorios con otros acontecimientos adversos, unicamente la IL6
demostré ser un factor de riesgo tanto de parto pretérmino (OR 8.2,
p=0.009) como de mal resultado neonatal (OR 4.4, p=0.014).

El algoritmo diagnostico que se construyd con el objetivo de
describir la relacion entre la presencia de IL6 y determinados
biomarcadores protedmicos y la infeccion intraamniética demostré que
la integraciéon de IL6 y del perfil protebmico en un mismo modelo

combinado mejoraba la tasa de deteccion (75%) de infeccidn
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intraamnidtica con un menor porcentaje de falsos positivos (4%) y un

incremento del valor predictivo positivo (75%) para predecir infeccion.

La edad gestacional al ingreso, al parto, el lapso de tiempo al
parto, la media de peso al nacer, el numero de dias ingresado en la
Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN), la morbilidad
neonatal grave y las tasas de mortalidad fueron significativamente
peores en el grupo de mujeres con presencia de biomarcadores

protedmicos en liquido amniético.

En el segundo estudio, con un mayor numero de pacientes, el

porcentaje de inflamacion intraamniotica fue del 28% (26/93), mientras
que la infeccion intraamnidtica se detectd en el 14% de las pacientes
(13/93).

En este segundo estudio, aunque el punto de corte de IL6 6ptimo
para diagnosticar infeccién intraamnidtica fue igualmente de 13.4
ng/ml, se decidié definir inflamacion intraamniética por la presencia de
niveles de IL6 = 11.3 ng/ml, en consonancia con lo publicado
previamente por el grupo de Romero [58]. EI cambio en el punto de
corte no suponia una modificacion de los resultados de nuestro
segundo estudio, por lo que decidimos aplicar el punto de corte de la

literatura siguiendo las sugerencias de los revisores.

En todas las pacientes con cultivos positivos, a excepcion de dos
casos, las concentraciones de IL6 fueron = 11.3 ng/ml. En estos dos
casos, la edad gestacional al ingreso fue inferior a 28 semanas y la

longitud cervical inferior a 15 mm.

En nuestros estudios, el germen mas comunmente aislado de la

cavidad amniotica fue el Ureaplasma urealyticum (n=4). Otros
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gérmenes aislados en menor frecuencia fueron: Candida albicans
(n=2), Proteus mirabilis (n=1), Fusobacterium spp (n=1), Streptococcus
viridans (n=1), Staphylococcus epidermidis (n=1), Peptostreptococcus

spp (n=1), Escherichia coli (n=1) y Bacteroides spp (n=1).

La edad gestacional al ingreso, al parto y la longitud cervical
fueron significativamente menores en el grupo con inflamacion
intraamnidtica. En este grupo, el porcentaje de parto antes de las 28 y
de las 32 semanas fue superior y el intervalo de tiempo desde la
amniocentesis al parto fue mas corto. La media de peso neonatal al
nacer fue significativamente menor y el numero de dias de ingreso en
la Unidad de Cuidados Neonatales fue significativamente mayor. La
mortalidad y la morbilidad neonatal fueron también significativamente

superiores.

Los resultados perinatales en el grupo con inflamacion
intraamnidtica y cultivos negativos fueron similares a los del grupo con

infeccion intraamniotica.

El analisis estadistico mediante regresion logistica demostré que
la edad gestacional al ingreso inferior a 28 semanas (OR 6.2 (IC 95%
2.1-18.7, p=0.001) vy la longitud cervical inferior a 15 mm (OR 4.6 (IC
95% 1.5-14.6, p=0.009) eran marcadores independientes de

inflamacion intraamnidtica.

Sin embargo, sélo la edad gestacional inferior a 28 semanas
resultd ser factor independiente (OR 7.3 (IC 95% 2.5-21.2, p < 0.001)
cuando 25 mm fue utilizado como punto de corte de longitud cervical
(OR 3.0, (IC 95% 0.7-12.3, p = 0.133).

93



Metodologia y resultados globales

Creamos un algoritmo pronéstico del riesgo de inflamacion
intraamnidtica en funcién de la edad gestacional y la longitud cervical.
La tasa de deteccidn de inflamacion intraamniotica considerando
unicamente el factor edad gestacional por debajo de 32 semanas fue
del 84.6% (22/26). La sensibilidad, en edades gestacionales por debajo
de las 28.0 semanas y entre las 28.0 y 32.0 semanas con cérvix inferior
a 15 mm, fue del 84% (21/25).

Acorde a nuestros resultados, si Unicamente hubiéramos realizado
una amniocentesis diagnostica a las pacientes con amenaza de parto
pretérmino que debutan antes de las 28 semanas y aquellas entre las
28.0 y las 32.0 semanas que presentan un cérvix inferior a 15 mm,
habriamos evitado un 59.1% (55/93) de los procedimientos invasivos
asumiendo una tasa de falsos negativos (es decir de pacientes con
inflamacion que no habrian sido diagnosticadas) del 16% (4/25). Dado
que en la actualidad no existe un tratamiento médico que cambie el
curso de la infeccion, la aceptacién de un determinado numero de
falsos negativos nos parecia razonable para evitar la morbilidad, que

aunque escasa, se deriva de un procedimiento invasivo.
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La infeccion intraamnidtica es considerada la causa conocida mas
frecuente de prematuridad, responsable de un 10-12 % de los casos de
amenaza de parto pretérmino con bolsa integra [14]. Sin embargo,
requiere para su diagnéstico del analisis del liquido amnidtico y, por

tanto, de la realizacion de una prueba invasiva.

Por otra parte, la inflamacién intraamnidtica es considerada el
mejor predictor de infeccion, responsable de un 10-30% [14, 35] de los

casos de amenaza de parto pretérmino.

Se ha demostrado que los resultados perinatales de la inflamacion
intraamnidtica en relacion a la prematuridad y la morbimortalidad

neonatal son equiparables a los de la infeccion intraamnidtica [35, 49].

El diagndstico de la corioamnionitis clinica supone la finalizacion
de la gestacién bajo cobertura antibidtica de amplio espectro. Sin
embargo, la ventaja del diagnéstico de inflamacion intraamnidtica es
que representa una etapa precoz de la invasion microbiana, por lo que
su deteccion permitiria hipotéticamente iniciar un tratamiento antibiético
dirigido en una etapa temprana de la infeccion. Es por ello que la
investigacién actual se centra en la busqueda de marcadores de

inflamacion intraamnidtica.

Como marcadores de inflamacion intraamniética, el mas estudiado
y mas sensible es la IL6 en liquido amnidtico. Su principal
inconveniente es su tasa de falsos positivos, del 17-34% [58], que
limita su aplicabilidad clinica ya que puede derivar en la finalizacion de
gestaciones no infectadas en edades gestacionales muy tempranas.
Mas novedosa es la determinacion de proteinas inflamatorias, entre las
que destacan las Calgranulins A, C y Neutrophil defensins 1, 2, que se

engloban en lo que se conoce como perfil protebmico y que han
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demostrado ser marcadores sensibles de infeccidn con tasas de
deteccion similares a las de la IL6, del 80-100%, pero con menor tasa

de falsos positivos [58, 76].

Sin embargo, no existen estudios en la literatura que demuestren
si la IL6 y el perfil protedmico son factores independientes de infeccion
intraamnidtica, parto pretérmino y morbilidad neonatal. Tampoco
existen estudios que demuestren si su combinacibn mejora la
deteccién y prediccion de infeccion intraamnidtica, parto prematuro y
morbilidad neonatal, reduciendo la tasa de falsos positivos respecto la

utilizacion de cada uno de forma aislada.

La principal contribucion de nuestro primer estudio es la

identificaciéon de la infeccion intraamnidtica en una etapa precoz
mediante la determinacion de marcadores inflamatorios como la IL6 y/o
el perfil protedmico en el liquido amniotico asi como la propuesta de un
algoritmo diagnéstico predictor de infeccion intraamniotica que incluya

ambos marcadores inflamatorios.

En el primer estudio, demostramos que la prevalencia de infeccion
e inflamacion intraamnidticas en pacientes con amenaza de parto
pretérmino y membranas integras en nuestro medio es similar a la
reportada por la literatura [14, 35], del 13.9% para infeccién y del

30.4% para inflamacion intraamniética.

Demostramos que la presencia de cualquiera de las proteinas
inflamatorias (Calgranulins A, C y Neutrophil defensins 1, 2) detectadas
en liquido amniotico se asocia de forma estadisticamente significativa a
un mayor riesgo de infeccion intraamnidtica, de parto pretérmino por

debajo de las 28.0, 32.0 y 37.0 semanas de gestacion y a un mayor
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riesgo de morbimortalidad neonatal, confirmando que su presencia en

el liquido amnidtico se asocia a peores resultados perinatales [52, 78].

Nuestros resultados ratifican lo reportado previamente respecto al
valor del perfil protedmico como marcador inflamatorio de infeccion
intraamnidtica [76, 77]. Demostramos que las tasas de sensibilidad y
valor predictivo negativo de la IL6 y del perfil proteémico para predecir
infeccidn intraamnidtica son similares. Sin embargo, el perfil protedmico
parece ser mas especifico (91.9% versus 80%), con una menor tasa de
falsos positivos (8.1% versus 20%), y un mejor valor predictivo positivo
(62.5% versus 44%) que la IL6. De nuestros resultados puede
deducirse que el perfil protebmico presenta un mejor balance en la
prediccion de infeccion intraamnidtica que la IL6. Una posible
explicacion fisiolégica es que la IL6 puede hallarse elevada en otras
circunstancias no infecciosas como la dilatacién avanzada ya sea a
término o pretérmino, hecho que aumenta el porcentaje de falsos

positivos y reduce el valor predictivo positivo de dicho marcador.

Demostramos mediante regresion logistica que tanto la IL6 (OR
25.2 (IC 95% 3.7-169.5, p=0.001) como las Calgranulins A, C y
Neutrophil defensins 1, 2 (OR 19.5 (IC 95% 1.9-198.8, p=0.012) son,
de forma estadisticamente significativa, marcadores independientes de

infeccion intraamniotica.

Lo novedoso de nuestro estudio es la propuesta de un modelo
diagnostico combinado que integra la IL6 y el perfil protedmico con lo
que, de forma significativa, mejora la deteccibn de infeccién
intraamnidtica (75%), con un porcentaje menor de falsos positivos (4%)
y un mayor valor predictivo positivo (75%) cuando ambos marcadores

estan presentes. Nuestros resultados sugieren la utilizacion de un
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unico test diagndéstico que combine ambos marcadores inflamatorios
para predecir eficazmente de forma rapida qué gestantes presentan
una infeccion intraamnidtica como causa etioldégica de la amenaza de

parto pretérmino.

Sin embargo, nuestros resultados no reproducen la sensibilidad
cercana al 100% del perfil protedbmico para predecir el parto
pretérmino, como report6 Buhimschi et al [76], ya que la tasa de
deteccion de parto pretérmino antes de las 37 semanas en nuestros
pacientes es solo del 30%. Las diferencias observadas podrian
deberse a que el perfil de nuestra poblacion de estudio difiere
sustancialmente del grupo de Buhimschi et al [76] ya que estos
también incluian pacientes con rotura prematura de membranas, grupo

de mayor riesgo de infeccion intraamnidtica y de parto pretérmino.

Los valores predictivos de la IL6 y del perfil protedmico para
detectar parto pretérmino antes de las 37 semanas son similares. Sin
embargo, integrados en una regresion logistica, unicamente la IL6
demuestra ser factor independiente de parto pretérmino (OR 8.2 (IC
95% 1.6-40.2, p=0.009). La combinacién de ambos marcadores, IL6 y
perfil proteédmico, no mejora la prediccion de prematuridad en el
subgrupo de amenaza parto pretérmino. De igual forma, aunque
nuestros resultados demuestran que el perfil protedmico se asocia a
peores resultados neonatales, integrado en una regresion logistica no
es un factor independiente para predecir morbilidad neonatal. Sélo la
IL6 demuestra ser factor independiente de morbilidad neonatal (OR 4.4
(IC 95% 1.3-14.8, p=0.01). Una explicacion posible podria ser el
numero limitado de pacientes con infeccion intraamniética en nuestro
estudio o al hecho que aquellas mujeres con cultivos de liquido

amniadtico positivos fueron tratadas con antibiéticos. Dicha intervencién
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terapéutica podria haber cambiado la historia natural de la infeccién y
mejorar los resultados neonatales, independientemente de la presencia
de proteinas inflamatorias en el liquido amnidtico. Si la actitud
terapéutica retraso la progresién de la infeccion y cambid la morbilidad
neonatal, resulta incierto y no puede ser evaluado en el disefio de

nuestro estudio.

Por ultimo, demostramos que ni las Calgranulins A, C ni las
Neutrophil defensins 1, 2 se detectan en muestras maternas
sanguineas, a diferencia de otras proteinas inflamatorias como las
IGFBP1 o las Calgranulins B [77].

Como limitaciones a nuestro primer estudio, destacar que el
numero de pacientes con ambos marcadores, IL6 y perfil protedmico,
detectados en liquido amnidtico fue pequefo (n=12). Aunque nuestros
resultados sugieren que la integracion de ambos marcadores mejora la
prediccion de infeccion intraamniotica, consideramos que son
necesarios estudios prospectivos y con mayor numero de casos para

confirmar estos hallazgos.

Existen pocos estudios que especificamente evaliuen el efecto
perinatal de marcadores de inflamacién intraamnidtica, como la IL6.

Nuestro seqgundo estudio ratifica lo reportado por la escasa literatura

[35] demostrando que aquellas pacientes con niveles altos de IL6 y
cultivos de liquido amnidtico negativos, presentan resultados
neonatales y en relacién a la prematuridad similares a las pacientes
con cultivos positivos. Nuestros resultados refuerzan la importancia de
diagnosticar la infeccion intraamnidtica a través de marcadores

inflamatorios de resultado mas precoz que el microbioldégico ya que el
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pronostico en relacion a prematuridad y mal resultado neonatal de la

inflamacién es equiparable al de la infeccion intraamnidtica.

Ademas, el segundo estudio pretende identificar el grupo de
mayor riesgo de inflamacién intraamnidtica subclinica mediante
herramientas diagnésticas no invasivas. Como marcadores no
invasivos de inflamacion proponemos la edad gestacional en el debut

clinico y la longitud cervical ecografica.

El mayor hallazgo de este estudio es que demuestra que tanto la
edad gestacional al ingreso como la longitud cervical ecografica son
marcadores independientes de inflamacién intraamnidtica subclinica y
pueden, por lo tanto, utilizarse de manera combinada para seleccionar

la poblacion de riesgo infeccioso.

Aunque previamente habia sido publicado que a menor edad
gestacional y a menor longitud cervical, mayor el riesgo de infeccion
intraamnidtica [35] [37, 84], no existia un punto de corte definido en la
literatura ni de edad gestacional ni de longitud cervical asociado a un
mayor riesgo de inflamacion intraamnidtica en el grupo de amenaza de
parto pretérmino. Dado que la prevalencia de la inflamacion
intraamnidtica en la amenaza de parto pretérmino es globalmente baja,
del 10-30% [14, 35], parece razonable utilizar puntos de corte para

seleccionar el subgrupo con mayor riesgo.

Nuestros resultados demuestran que tanto la edad gestacional por
debajo de 28 semanas (OR 6.2 (IC 95% 2.1-18.7, p=0.001), por debajo
de 32 semanas (OR 5.2 (IC 95% 1.3-20.0, p=0.017) como la longitud
cervical inferior a 15 mm (OR 4.6 (IC 95% 1.5-14.6, p=0.009) son
marcadores independientes de inflamacién intraamniética. Sin embargo

ni la edad gestacional por debajo de 34 semanas ni una longitud
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cervical inferior a 25 mm demostraron ser marcadores independientes

de inflamacion.

El debut clinico de la amenaza de parto pretérmino por debajo de
28 semanas presenta un menor porcentaje de falsos positivos que la
longitud cervical ecogréfica inferior a 15 mm (25.4% versus 35.9%,
respectivamente). De ahi que propongamos como mas razonable el
utilizar la edad gestacional como primer escalén diagndstico para
seleccionar de forma eficiente la poblacion de mayor riesgo

inflamatorio.

Segun nuestros resultados, la tasa de deteccion de inflamacion
intraamnidtica considerando unicamente el factor edad gestacional por
debajo de 32 semanas fue del 84.6% (22/26). Cuando incluimos
aquellas pacientes cuyo debut clinico se produjo por debajo de las 28
semanas independientemente de la longitud cervical y aquellas
pacientes que debutaron entre las 28.0-32.0 semanas y que tenian una
longitud cervical inferior a 15 mm, la tasa de deteccion de inflamacion
intraamnidtica fue del 84% (21/25) y el valor predictivo positivo del
48.8% (21/43).

El algoritmo que proponemos en el segundo estudio podria
ayudarnos a seleccionar el grupo de riesgo que se beneficiaria de la
necesidad de una amniocentesis para un diagndstico definitivo de

infeccion / inflamacion intraamnidticas.

Las limitaciones principales de nuestro segundo estudio son
principalmente el numero de pacientes y que no todas las pacientes
elegibles fueron incluidas en el estudio ya que, por no ser una
herramienta diagnostica asistencial en el momento del estudio, la

amniocentesis no se realizé en todas las pacientes con amenaza de
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parto pretérmino. Sin embargo, segun nuestro conocimiento, nuestro
trabajo es el segundo estudio en cuanto a numero de pacientes
reclutadas con estas mismas caracteristicas clinicas, seguido del
trabajo de Yoon et al [35]. Ademas, nuestros resultados son
consistentes con los reportados por estos [35] y sugieren que la via
inflamatoria podria ser una causa muy prevalente de parto pretérmino

en edades gestacionales tempranas.

En el manejo clinico puede resultar mas importante la
identificacién de inflamacién intraamnidtica que la de infeccion, ya que
la primera precede a la segunda. La elevacién de IL6 en liquido
amniadtico, incluso en ausencia de cultivos positivos puede identificar
pacientes en las que hay una infeccidn intrauterina aunque el proceso
sea extraamniotico. Acorde a nuestros resultados, mas alla de las 32
semanas, el hallazgo de inflamacion intraamnidtica es relativamente
bajo (11.8%, 4/34) y por lo tanto, es posible que en estas pacientes no
esté justificado la realizacion de una amniocentesis. Sin embargo, mas
de la mitad (51.4%, 18/35) de las pacientes que debutan antes de las
28 semanas presentan, como causa de la amenaza de parto

prematuro, un estado inflamatorio.

Si la inflamacion puede ser o no tratada con el objetivo de mejorar
los resultados perinatales es un interrogante aun no resuelto. El
tratamiento indiscriminado con antibidticos en la amenaza de parto
pretérmino con bolsa integra, no ha demostrado mejorar los resultados
perinatales ni retrasar el intervalo de tiempo al parto, pero una posible
explicacion podria ser que la poblacion seleccionada no es la

adecuada.
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La mejoria de los resultados perinatales a través del tratamiento
precoz antibidtico / antiinflamatorio en el subgrupo con mayor
probabilidad de presentar una inflamacién intraamni6tica es una
hipétesis no contestada aun en la literatura y que necesitara de
ensayos clinicos prospectivos para ser demostrada. Los hallazgos
descritos en la presente Tesis Doctoral permiten centrar los futuros

ensayos clinicos en un subgrupo de poblacion mas adecuado.
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Los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral conducen

a las conclusiones que se exponen a continuacion:

1.

El diagnéstico de inflamacion intraamnidtica, definido por la
presencia de Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2 en el
liquido amnidtico, se asocia a un mayor riesgo de infeccion
intraamnidtica, parto pretérmino y morbilidad neonatal en el

grupo de amenaza de parto pretérmino con bolsa integra.

2. Los valores predictivos de la IL6 para infeccion
intraamnidtica, parto pretérmino < 37 semanas y morbilidad
neonatal se resumen en la siguiente tabla:

S E VPP VPN

Infeccion intraamniotica 91.6% 80% 44% 98.3%

Parto < 37 semanas 46% 93.8% 92% 52.6%

Morbilidad Neonatal 19.7% 38.1% 48% 14.03%
3. Los valores predictivos del perfil protedbmico para infeccion

intraamnidtica, parto pretérmino < 37 semanas y morbilidad

neonatal se resumen en la siguiente tabla:

S E VPP VPN

Infeccion intraamniotica  83.3% 91.9% 62.5% 97.1%

Parto < 37 semanas 30% 96.9% 93.8% 47%

Morbilidad Neonatal 40.9% 89.1% 56.2% 81.4%
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4.

La IL6 en liquido amnidtico ha demostrado ser marcador
independiente de infeccidn intraamnidtica, de parto pretérmino
antes de las 37 semanas y de morbilidad neonatal. La
presencia de determinadas proteinas inflamatorias
(Calgranulins A, C, Neutrophil defensins 1, 2) en liquido
amniotico han demostrado ser marcadores independientes de
infeccién intraamnidtica. Sin embargo no son factores de riesgo
independientes de parto prematuro antes de las 37 semanas ni

de morbilidad neonatal.

La combinacion de ambos marcadores inflamatorios, IL6 y
determinadas proteinas inflamatorias (Calgranulins A, C vy
Neutrophil defensins 1, 2), en un unico test diagndstico mejora
de forma significativa la sensibilidad (75%) y el valor predictivo
positivo (75%) de la infeccion intraamnidtica con un menor
porcentaje de falsos positivos (4.3%) que la utilizacion de cada

marcador de forma aislada.

El diagnéstico de inflamacion intraamnidtica, definido por la
presencia de niveles altos de IL6 en el liquido amniético, se
asocia a un mayor riesgo de infeccién intraamnidtica, parto
pretérmino y morbilidad neonatal en el grupo de amenaza de

parto pretérmino con bolsa integra.

Un debut clinico antes de la semana 28.0 ha demostrado ser

un factor de riesgo independiente de inflamacién intraamniética.

Los valores predictivos para una edad gestacional en el
debut clinico inferior a 28 semanas e inferior a 32 semanas para
predecir inflamacién intraamniética se resumen en la siguiente
tabla:
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Edad gestacional S E VPP VPN

< 28 semanas 69.2% 74.6% 51.4% 86.2%

< 32 semanas 84.6% 44.8% 37.3% 88.2%
9. Una longitud cervical ecografica al ingreso inferior a 15 mm

10.

ha demostrado ser un factor de riesgo independiente de

inflamacion intraamnidtica.

Los valores predictivos para una longitud cervical al ingreso
inferior a 15 mm e inferior a 25 mm para predecir inflamacion

intraamnidtica se resumen en la siguiente tabla:

Longitud cervical S E VPP VPN

<15 mm 76% 64.1% 45.2% 87.2%

<25 mm 88% 32.8% 33.8% 87.5%
11. La edad gestacional en el debut clinico y la longitud cervical

12.

ecografica han demostrado ser marcadores independientes de

inflamacion intraamnidtica.

Un debut clinico antes de Ila semana 28.0
independientemente de la longitud cervical, y un debut clinico
entre la semana 28.0-32.0 con un cérvix inferior a 15 mm se
asocia a una tasa de deteccion de inflamacion intraamniotica

del 84% y un valor predictivo positivo del 48.8%.
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