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SNP: Sepsis neonatal precoz.

SC: Sangre de cordén.

RN: Recién nacido.

RNBP: Recién nacido de bajo peso.
PCR: Proteina C Reactiva.

PCT: Procalcitonina.

IL-6: Interleuquina-6.

IL-8: Interleuquina-8.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

SIRS: Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

SGB: Streptococcus agalactiae tipo B.

SCN: Estafilococo coagulasa negativo.

CI: Control interno.

UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatal.
CDC: Centers for Disease Control and Prevention.
per: Reaccién en cadena de la polimerasa.
ATB: Antibidtico.

RPM: Rotura prematura de membranas.

S: Sensibilidad.

E: Especificidad.

VPP: Valor predictivo positivo.

VPN: Valor predictivo negativo.

OR: Odds ratio.

IC: Intervalo de confianza.

LR+: Likelihood ratio positivo.

LR-: Likelihood ratio negativo.
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L. Introduccion

I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas son una causa importante de morbilidad y
mortalidad en el periodo neonatal. Entre ellas, la sepsis temprana es
considerada como una de las condiciones que amenazan la mayor parte de este

periodo.

El diagnoéstico de sospecha de la sepsis neonatal se fundamenta en una serie
de factores de riesgo y de pardmetros clinicos y analiticos inespecificos, por lo
que en muchas ocasiones resulta dificil valorar cudndo es conveniente iniciar

tratamiento antibiético (1).

Por otro lado, el diagndstico de confirmacion depende de los resultados de
los hemocultivos, que en el periodo neonatal presentan menor rentabilidad
debido a que el volumen de extraccion es, muchas veces, insuficiente para
detectar bacteriemias, ya que en algunos casos son intermitentes. De ahi la
importancia de disponer de algin marcador bioquimico que nos permita

predecir la probabilidad de infeccion, asi como apoyar el diagndstico de sepsis
2).

Por lo tanto, la identificaciéon de herramientas para la deteccion rapida de
sepsis temprana es un objetivo de gran relevancia en la medicina perinatal, ya
que un diagnéstico precoz y exacto conduce a un tratamiento adecuado,

mejorando asi potencialmente el prondstico final de estos pacientes.

En las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios de diferentes
marcadores en sangre de cordon con la finalidad de adelantar el diagnodstico de
sepsis en los casos de sospecha de sepsis neonatal. Por lo tanto, en este trabajo
nos centraremos en el estudio de estos biomarcadores en sangre de cordén

para el diagnéstico de sepsis neonatal precoz.

1.1. Fisiopatologia de la sepsis

El cuerpo humano tiene muchas maneras de protegerse a si mismo. Algunas
son simplemente barreras fisicas, como la capa externa dura de queratina de la

piel, que protege de un ambiente hostil a las células situadas por debajo de la
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misma. Otras son sustancias bioquimicas potentes que pueden proporcionar
una proteccion relativamente inespecifica contra una amplia gama de
microorganismos, por ejemplo, las lagrimas y muchas otras secreciones
corporales contienen la enzima lisozima, que actda dirigiendo y debilitando

las paredes protectoras que rodean a las células bacterianas.

Y una barrera quimica mas elaborada es la que proporciona el grupo de
proteinas sanguineas que constituyen la via del complemento; estas proteinas
median una cascada de reacciones enzimdticas que pueden ser
desencadenadas por las caracteristicas moleculares de la superficie de algunos
microorganismos, y que pueden conducir finalmente a lisis o aumento en la

fagocitosis del agente invasor.

Durante las infecciones intensas, el organismo también produce mayor
cantidad de un grupo diferente de proteinas séricas conocidas como proteinas
de fase aguda, algunas de las cuales tienen efectos antimicrobianos, por
ejemplo, la proteina C reactiva (PCR) se fija a la denominada proteina C sobre
la superficie de los neumococos y, asi, promueve su destrucciéon por la

cascada del complemento.
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Figura 1: Mecanismos fisiopatolégicos involucrados en la sepsis.
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Pero las estrategias de defensa mds complejas, dindmicas y eficaces son
realizadas por células especializadas que se desplazan a través del cuerpo para

buscar y destruir microorganismos y otras sustancias extranas.

En los seres humanos hay tres grupos principales de células que
proporcionan este tipo de defensa. Dos de éstas, los neutrofilos y la serie de
monocitos-macrofagos, son células fagociticas, que actdan principalmente
englobando y digiriendo bacterias, desechos celulares y otras particulas de
materia. El tercer grupo, constituido por los linfocitos y sus elementos
relacionados, tienen poca capacidad fagocitica pero, en vez de esto, participan
en un namero considerable de otras reacciones de proteccion, que se conocen

colectivamente como respuestas inmunitarias.

Tanto los fagocitos como linfocitos son esenciales para la salud, actuando
frecuentemente en conjunto, y dependen entre si en un grado considerable

para su maxima eficiencia (3).

Podemos definir la inflamaciéon como la respuesta no especifica inicial ante
la lesion tisular producida por un estimulo mecédnico, quimico o microbiano
(4). Es una respuesta rapida, humoral y celular, muy amplificada pero
controlada, en la cual la cascada de citoquinas, el complemento, la
coagulacion y la cascada fibrinolitica son disparadas en conjunto por la
activacion de los macrofagos y las células endoteliales por elementos

bacterianos.

Esta respuesta local es considerada benigna y adecuada en tanto el proceso
inflamatorio sea correctamente regulado. La reaccién tiene componentes
proinflamatorios y antiinflamatorios, y a veces estos ultimos son iguales o

mayores que los proinflamatorios.

Las citoquinas son pequefias moléculas que se producen como mediadores
enddgenos en la respuesta inmune a la infeccidn bacteriana, es decir, son
mensajeros fisiologicos de la respuesta inflamatoria. Se trata de pequenas
moléculas proteicas o glicoproteicas cuya funcién fundamental es intervenir
en la transmision de informacién (sefiales) de una célula a otra. Se unen a

receptores especificos de sus células blanco, provocando en estas células
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modificaciones que llevan a la sintesis y liberacion de mediadores

secundarios.

Aunque muchas citoquinas juegan un posible rol en la patogénesis y todas
éstas han sido aisladas y caracterizadas, s6lo cinco citoquinas poseen un rol
clinicamente importante como citquinas proinflamatorias: el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-alfa), interleuquina 1 beta, interleuquina-6 (IL-6) e

interleuquina-8 (IL-8) y los interferones.

La infeccidn es el mayor estimulo para la liberacién de citoquinas por la
accion de moléculas bacterianas, como la endotoxina (LPS), que son
reconocidas por células del sistema inmune innato. Los polimorfonucleares,
monocitos-macréfagos y las células endoteliales son los efectores celulares de

la respuesta inflamatoria.

En la mayoria de los casos, el efecto benéfico de los mediadores
proinflamatorios supera sus efectos negativos. Estos eliminan los tejidos
dafiados, promueven el crecimiento de los tejidos y combaten organismos
patogenos, células neopldsicas y antigenos extrafios. Para evitar que esos
mediadores desarrollen efectos nocivos por sobrestimulacidn, el organismo

répidamente desarrolla una respuesta antiinflamatoria.

En esta reaccion compensatoria intervienen citoquinas antiinflamatorias,
como las interleuquinas 4 (IL-4), 10 (IL-10) y 11 (IL-11), receptores solubles
y antagonistas de receptores. Su efecto es menos conocido que el de los
mediadores proinflamatorios, pero parece que alteran la funcion de los
monocitos y reducen la capacidad de las células de producir citoquinas

proinflamatorias.

Otro componente fundamental del sistema es el endotelio. Normalmente las
células endoteliales expresan un fenotipo anticoagulante, anti-adhesion celular
y vasodilatador. Cuando son activadas, como en la inflamacién, expresan

propiedades procoagulantes y de pro-adhesion celular.

Las fuerzas antagoénicas entre la inflamacion y la antiinflamaciéon pueden

tender a un estado de equilibrio o desequilibrio. El desequilibrio con una

10
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mayor respuesta inflamatoria produce un estado de shock profundo, con gran
mortalidad, que se presenta de forma fulminante, siendo un ejemplo de ello la

sepsis producida por el meningococo.

El predominio de la antiinflamacioén, lleva al paciente tras los primeros dias
de la sepsis a un estado de anergia o “pardlisis inmunolégica”. Esta situacién
define un cuadro llamado, en inglés, Compensatory Antiinflammatory
Response Syndrome (CARS), que explica el aumento de sobreinfecciones,

como las producidas por catéteres o heridas.

1.2. Introduccion a la fisiologia fetoplacentaria

La placenta es un érgano de estructura compleja, donde la circulacién fetal y
la materna establecen relaciones muy estrechas, permitiendo el intercambio de

gases y sustancias nutritivas.

La placenta, ademads, tiene actividad metabdlica y endocrina, que contribuye
de forma decisiva al mantenimiento de la gestacion; y, por otra parte, actda
como interfase inmune entre la madre y el feto (5). El intercambio de
sustancias entre el feto y la madre es imprescindible para el desarrollo normal

del embarazo.

Este paso de sustancias a uno u otro lado de la membrana vasculosincitial

puede realizarse mediante los siguientes mecanismos:

- Difusiéon simple: condicionado por la concentracién de sustancias, el
gradiente quimico o potencial eléctrico, que tienden a igualarse en los dos

lados de la membrana.

- Difusion facilitada: la sustancia se une a sistemas portadores y es vertida

al otro lado de la membrana.

- Transporte activo: sustancias con concentraciones o gradientes quimicos
mads altos a un lado de la membrana pueden pasar al otro lado con gradientes

mads bajos, mediante este transporte activo con consumo de energia.

11
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- Pinocitosis: consiste en la toma de microgotas del espacio intervelloso
formando vacuolas en el interior del citoplasma, las cuales pueden ser vertidas

en el departamento fetal.

- Paso directo: a través de pequenos desgarros de la membrana placentaria

a la circulacion materna.

El flujo sanguineo del feto depende fundamentalmente del gasto cardiaco
fetal y de la resistencia vascular placentaria y umbilical. En el caso de la

gestacion a término, a la placenta llega el 40% del gasto cardiaco fetal (6).

La sangre fetal llega a la placenta a través del cordon umbilical, que dispone
de dos arterias que aportan sangre oxigenada (semejante a la venosa), y una
vena que recoge sangre rica en oxigeno, que la incorporara al feto desde la

placenta.

El cordén umbilical se origina a lo largo del embarazo por elongacion del
tallo corporal y une el feto con la placenta. Al final de la gestacién, el cordon
umbilical mide aproximadamente 50 centimetros, con variaciones fisioldgicas,
y tiene un grosor de 1,5 a 2,5 centimetros. Estd revestido por el amnios y

contiene tres vasos, dos arterias y una vena (7).

1.3. Definicion de sepsis neonatal

La definicién de sepsis se establecié en el afio 1991, fecha en la que tuvo
lugar el consenso de la American College of Critical Care Medicine and
Society of Critical Care Medicine (ACCM-SCCM) para unificar los criterios
en relacion a las definiciones de sepsis, donde se propusieron nuevas

definiciones sobre sepsis y los procesos relacionados.

En 1992 (8), en una nueva conferencia de la ACCM-SCCM se reintrodujo
dentro del leguaje comin el término Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS), definido como las manifestaciones clinicas de la respuesta

inflamatoria ocasionadas por causas infecciosas y no infecciosas.

Posteriormente, Bone y colaboradores definieron la sepsis como la respuesta

inflamatoria sistémica frente a la infeccién (9).

12
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Un hecho importante en esta nueva terminologia es que reconoce el rol
fundamental que la inflamacioén sistémica juega en la sepsis, aceptando que las
manifestaciones clinicas no estdn causadas solamente por factores
relacionados a la patogenicidad microbiana, sino que implica una
modificacién conceptual en la evaluacion de los pacientes criticos con

infeccion; es decir, un cambio de perspectiva y no una nueva entidad clinica.

Por lo tanto, se define sepsis neonatal como la infeccion aguda con
manifestaciones toxico-sistémicas, ocasionadas por la invasion y proliferacién
de bacterias dentro del torrente sanguineo y en diversos 6rganos, que ocurre
dentro de las primero cuatro semanas de vida y es demostrada mediante

hemocultivo positivo.

En relaciéon al modo de contaminacion, se pueden diferenciar dos grandes

cuadros de sepsis en la época neonatal (10):

1.3.1. Sepsis neonatal precoz

La sepsis neonatal precoz o de “transmision vertical”’, en la que nos
centraremos en el presente trabajo, se presenta generalmente como una
enfermedad fulminante y multisistémica durante los primeros cuatro dias de
vida por transmision vertical, ya sea por gérmenes localizados en el canal
genital materno que contaminan al feto por via ascendente, progresando por el
canal del parto hasta alcanzar el liquido amnidtico; o por contacto directo del

feto con secreciones contaminadas al pasar por el canal del parto.

Por este motivo debe considerarse la posibilidad de sepsis siempre que se
obtenga un cultivo positivo por bacterias patégenas en exudado de canal
vaginal en el transcurso de las dos semanas anteriores al parto, ya que hay una
creciente evidencia de que la infeccién comienza en el utero en un nimero

significativo de recién nacidos con sepsis temprana (11).

1.3.2. Sepsis de transmision tardia

Las sepsis de transmision tardia se pueden clasificar segun el lugar de
adquisicion del agente etiologico, por ello, se habla de sepsis de origen

nosocomial y sepsis de origen comunitario.

13
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Las “sepsis de origen nosocomial” son producidas por microorganismos
procedentes del entorno hospitalario, sobre todo en las unidades de cuidados
intensivos neonatales, que colonizan al neonato por contacto del personal

sanitario o a partir de material contaminado.

En cambio, las “sepsis de origen comunitario” son debidas a
microorganismos que contaminan al recién nacido en su domicilio, siendo
éstas muy infrecuentes. La clinica se inicia después de las 72 horas de vida,
aunque puede comenzar antes, y el espectro de patdégenos responsables de la
infeccion es distinto al de la sepsis vertical, predominando los

microorganismos gramnegativos y otras enterobacterias (12).

1.4. Epidemiologia

A pesar de los avances en terapia antibidtica, de las medidas de soporte y del
conocimiento de los factores de riesgo infeccioso, la sepsis continia siendo
causa importante y, quizds, inaceptablemente alta de mortalidad y morbilidad

en las unidades neonatales.

Con respecto a la epidemiologia de estos cuadros de sepsis neonatal, segun
estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), del total de
recién nacidos vivos en los paises en vias de desarrollo (13),
aproximadamente el 20% evoluciona a una infeccion, y el 1% fallecen debido
a una sepsis neonatal. La incidencia en paises desarrollados oscila entre 1/500

a 1/1600 recién nacidos vivos.

En los hospitales especializados, en la sepsis de inicio temprano o perinatal
estas tasas son cercanas a 1/1000 recién nacido a término, 1/230 en recién
nacidos de bajo peso y 164/1000 nacidos vivos en los prematuros de entre
1000 a 1500 gramos.

La sepsis tardia o intrahospitalaria a su vez afecta a un 2-5% de todos los
recién nacidos hospitalizados y hasta un 15% de los recién nacidos ingresados

mas de 48 horas en las unidades de UCI neonatales.

14
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Los estudios del Grupo de Hospitales Castrillo sitian en Espana la
incidencia de sepsis de transmisién vertical en 2,5 por 1000 recién nacidos
vivos, y la de sepsis nosocomial en 2,1% de los ingresos en unidades
neonatales, con una mortalidad del 8,7 y 11,8%, respectivamente. Las cifras
son similares a las de otros paises desarrollados como Estados Unidos, con
una incidencia entre 1,5 y 3,5%¢, y muy inferiores a las de los paises

empobrecidos (14).

1.5. Etiologia

Los gérmenes que provocan la infeccion en el periodo neonatal varian segin
el tipo de sepsis (precoz o tardia), la epidemiologia local de cada hospital y la

variacion sufrida a través del tiempo.

En general, el riesgo de desarrollar sepsis se debe, en parte, a la mayor
vulnerabilidad de las barreras naturales y, por otro lado, a la madurez y

capacidad del sistema inmune:

* La transferencia placentaria materna de IgG al feto comienza a las 32

semanas de gestacion.

* IgA secretora estd muy disminuida tanto en los pulmones como en el
sistema gastrointestinal. Ademas, las barreras fisicas naturales son inmaduras,
especialmente piel, cordon umbilical, pulmoén e intestino.

* Hay una disminucién de la actividad de la via alterna del complemento
(C3), donde existe una deficiencia en la opsonizacion de los gérmenes con
céapsula polisacarida.

* Los dep6sitos de neutréfilos maduros medulares se agotan rdpidamente
cuando hay exposicion a una infeccion, y éstos tienen menor capacidad de
adherencia y fagocitosis, y menor capacidad bactericida.

* La inmunidad mediada por el linfocito T helper y el linfocito natural
killer esta alterada, y la memoria inmunoldgica es deficiente.

* A mayor prematuridad hay mayor inmadurez inmunoldgica, y mayor

frecuencia de infecciones.
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Los microorganismos patégenos pueden contaminar al neonato a nivel de la
piel y/o mucosas respiratoria o digestiva y, posteriormente, segun sus
caracteristicas, dividirse y ser capaces de atravesar la barrera cutdneo-mucosa

y alcanzar el torrente circulatorio (12).

Una vez en la sangre, si no existe una defensa inmunitaria competente, los
gérmenes pueden comenzar a dividirse de forma logaritmica dando lugar a un

cuadro de sepsis neonatal en el recién nacido.

Hasta la década de los 70, los principales agentes etioldgicos eran los bacilos
gramnegativos, siendo posteriormente reemplazados por el Streptococcus
agalactiae grupo B, el cual lleg6 a explicar hasta mds del 50% de las sepsis

precoces (15).

- Estreptococo B hemolitico grupo B (SGB) o Streptococcus

agalactiae

Es el germen mdas frecuentemente relacionado (50-60%) con sepsis
neonatales de inicio precoz (16). La sepsis por SGB se ha asociado a una
mortalidad entre el 5 y 20% en paises desarrollados, y a un importante

porcentaje de secuelas (30%) entre los supervivientes (17).

Se trata de un microorganismo coco grampositivo, anaerobio facultativo,
que estd rodeado por una cdpsula compuesta principalmente por polisacaridos
con propiedades antifagociticas que, de acuerdo a su composicién, permite
clasificarlo en 7 serotipos: Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, ademds de otros serotipos

adicionales provisionales.

Figura 2: Streptococcus agalactiae en microscopia optica.
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Uno de los principales factores de virulencia de esta bacteria es la presencia
de 4cido sidlico, componente de la cdpsula, ya que disminuye la activacioén de
la via alterna del complemento, asi como también la presencia de una
neuraminidasa, de la cual no se conoce bien su rol patégeno (18), y ademads se
caracteriza por presentar una alta concentracion inhibitoria minima (CIM) a la

penicilina.

Este diplococo grampositivo presenta hemolisis completa al entrar en

contacto con el medio de cultivo Agar sangre (hemolisis tipo f).

Entre los distintos serotipos, el tipo Il es el mas frecuentemente asociado a
cultivos positivos en la madre (26%) y enfermedad en el neonato (64%) (15).
Generalmente es adquirido durante el trabajo de parto, y es raro observarlo en

neonatos nacidos por via cesdrea con membranas integras (19).

El SGB es hoy, en ausencia de medidas de prevencion, la causa mas
frecuente de infeccion bacteriana perinatal de transmision vertical en el
mundo occidental (11). La exposicion a SGB durante el nacimiento es comiin,
lo que da como resultado la colonizacién de 1 de cada 10 recién nacidos, y la
incidencia del proceso (sin medidas de prevencion) alcanza hasta el 3%o de
recién nacidos vivos, con una mortalidad que en los afios 1970 alcanzaba el
50%, y que se ha reducido al 4-5% como resultado de los avances de la

neonatologia (20).

Debido a la elevada morbimortalidad asociada a la sepsis por este germen,
se han implementado medidas para evitar la transmision vertical. El afo 1992,
la Academia Americana de Pediatria (AAP) recomendé realizar un cribado a
las embarazadas entre las 26 y 28 semanas de gestacion a fin de encontrar

aquellas colonizadas con SGB.

Ese mismo afio, el Colegio Americano de Obstetricia y Ginecologia
(ACOG) recomendo el cribado basado en factores de riesgo, que incluia partos
de pretérmino (edad gestacional menor a 37 semanas), antecedente de hijo
previo con sepsis por SGB, bacteriuria por SGB en embarazo actual, rotura
prematura de membranas de més de 18 horas, o fiebre intraparto (superior o

igual a 38° C), ya que se asocia a una mortalidad entre 5y 20% (21).
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- Escherichia coli

Gracias a los protocolos de prevencion implementados basados en profilaxis
antibidtica anteparto contra el SGB, a partir del ano 2001 ha disminuido la
importancia del SGB como agente etioldgico de sepsis precoz, y ha sido
reemplazado en frecuencia por otras bacterias, siendo la Escherichia coli el
agente causal que encabeza las nuevas casuisticas, volviendo asi los bacilos

gramnegativos a ocupar los primeros lugares como en décadas anteriores (17).

Este microorganismo se trata de un bacilo gramnegativo, anaerobio
facultativo, presente en la mayor parte de los intestinos de los mamiferos
sanos, cuya funcion es necesaria para el correcto funcionamiento del proceso
digestivo actuando como comensal de la flora intestinal ayudando asi a la

absorcidn de nutrientes, ademds de la produccion de las vitaminas B y K.

En humanos, la Escherichia coli coloniza el tracto gastrointestinal del
neonato, adhiriéndose a las mucosidades del intestino grueso en el plazo de 48

horas después de la primera comida.

Asociada a meningitis neonatal, se adquiere en el canal del parto y en menor
proporcién por infeccion nosocomial. En el estudio WHO Young Infant Study
donde se incluyeron 360 neonatos, 26% de ellos presentaron cultivos

positivos, donde el mayor crecimiento se debi6 a Escherichia coli (22).

- Staphilococcus epidermidis

Los estafilococos coagulasa negativos (SCN) constituyen una parte esencial
de la flora comensal cutdnea y mucosa del ser humano. Son los clédsicos
microorganismos oportunistas, que s6lo poseen un escaso potencial patégeno

en las personas inmunocompetentes.

Staphilococcus epidermidis es una especie bacteriana consistente en cocos
grampositivos agregados en grupos, siendo responsable del 70-80% de las
infecciones por SCN. Ademads, debido a la contaminacién, las bacterias de
esta especie son probablemente las mis comunes halladas en los andlisis de

laboratorio.
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El aumento de las infecciones por esta bacteria estd en clara asociacién con
la mayor supervivencia de los recién nacidos prematuros y de muy bajo peso,
las estancias prolongadas en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales
(UCIN) y la exposicion a dispositivos intravasculares asi como el soporte
nutricional; factores que ponen en riesgo a estos pacientes a adquirir sepsis

por este microorganismo (23).
1.6. Sintomatologia de la sepsis

El repertorio de los recién nacidos para expresar enfermedad es muy
limitado, lo que hace dificil basar un diagndstico sélo en elementos clinicos,

pero si ayuda a aumentar o disminuir una evaluacion previa de riesgo.

En el caso de la sepsis neonatal, las condiciones diagndsticas en el recién
nacido son diferentes respecto al adulto, en cuanto a temperatura corporal,

frecuencias respiratoria y cardiaca, y pardmetros hematoldgicos.

Los signos y sintomas de infeccion suelen ser sutiles; destacando entre ellos
la inestabilidad térmica, el letargo y la dificultad en la alimentacién,
distension abdominal y residuo géstrico bilioso, palidez terrosa de la piel,
sindrome de dificultad respiratoria, signos de shock, sindrome convulsivo,
hepatoesplenomegalia, signos de coagulacion intravascular diseminada y

signos localizados de infeccion de piel, cordon umbilical o articulaciones.

Es importante sefialar que existen criterios objetivos que permiten sospechar
una sepsis, como pueden ser la fiebre o hipotermia, taquicardia, taquipnea,
alteracion de la conciencia, oliguria, mala perfusion periférica e inestabilidad

hemodinamica.

Los datos mds frecuentes de signos y sintomas, aunque son inespecificos de
un diagndstico temprano, se pueden clasificar en los siguientes grupos:
- Respiratorios: respiracion irregular, taquipnea, apnea, cianosis,
incremento subito en los requerimientos de O,, datos de neumonia, etc.

- Gastrointestinales: alimentacion pobre, residuo gastrico mayor del 50%,

vomito, diarrea, distension abdominal, ictericia, hepatoesplenomegalia.
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- Distermia: hipotermia, principalmente en el pretérmino, llegando incluso
a evolucionar a un estado febril.

- Neurolégicos: hipoactividad, hiporreactividad, hiporreflexia, letargia,
irritabilidad, temblores, convulsiones, fontanela abombada, etc.

- Dermatolégicos: palidez, piel marmoérea, petequias, purpura,
esclerodermia, principalmente en el pretérmino.

- Acidosis metabdlica persistente.

El diagnostico de sepsis neonatal probada es dificil por el alto porcentaje de
cultivos negativos, por ello se ha creado el término de sepsis clinica, basado
en los sintomas que se originan del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Fetal

(SRIF) y las caracteristicas clinicas anteriormente descritas.

« Taguipnea (FR:=60), quejidoiretraccidn, desaturadin,

o |nestabilidad en |a temperatura [<36°C 0 379°0)

» Llenado capilar mayar de 3 sequndas.

o Leucodits < 4000 x 100La 34000 101 L, s
# FCR = 10 ma'iL.

o |L-& 0 IL- 8 = 70 pgiml.

# RUCF positiva; gen ANAr 185

Unia & miés de o5 miterias de SAIF, con signas y SERSIS
sintomas de infecdn, -

Sepsis &sadada con hipotensidn o disfurcitn
i L0, SENSISSEVERA

fepsis severa can hipatensin qua reguisne SEPTICO
reanimacidn can liquidas y soparte inotrdpice. - i

Prezzrycia de falla multiarganica con SINDROME DE DISFUNCION
saports ytratamiznto completo. MULTIORGANICA

¢

Fuente: fegfatr Crit Care Mad 2005 Vel. 6, No. 3 (Suppl) | MUERTE

Figura 3: Respuesta inflamatoria fetal manifestada por dos o mas de los
siguientes criterios.
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1.7. Factores de riesgo infeccioso

El factor de riesgo es toda aquella caracteristica bioldgica, ambiental o social
que cuando se presenta se asocia con el aumento en la probabilidad de
presentar un evento, ya sea en el feto, en la madre o en ambos. En el caso de
factor de riesgo infeccioso, la causa de presentar este evento es de tipo

infeccioso.

Para la sepsis neonatal precoz, se pueden clasificar estos factores de riesgo

infeccioso en funcion de su relacidon con el neonato o con la madre.

1.7.1. Relacionados con el neonato:

Los principales factores de riesgo que estin presentes de forma

independiente casi siempre en los recién nacidos infectados son:

- Prematuridad: Segin la edad gestacional del recién nacido (RN),
puede clasificarse en: RN pretérmino (menos de 37 semanas completas), RN a
término (de 37 a menos de 42 semanas completas) y RN postérmino (42

semanas completas o mas).

La prematuridad es considerada el factor Unico mds importante de
mortalidad y morbilidad perinatal, y la frecuencia de infeccion es
inversamente proporcional a la edad gestacional, afectando a 19 de cada mil
prematuros que nacen. Segin la OMS (OMS 1970-77), el parto prematuro es
el que ocurre antes de la semana 37 de gestacion, mientras que la American of
Pediatrics Comité on the Fetus and Newborn utiliza 38 semanas como limite

superior.

Las alteraciones inmunitarias estan relacionadas con la edad gestacional;
mientras mayor sea el grado de prematuridad, mayor es la inmadurez
inmunolégica y, por tanto, aumenta el riesgo de infeccién, ya que la
transferencia placentaria materna de Ig G al feto comienza a las 32 semanas
de gestacion (24). En los menores de 28 semanas, el riesgo de sepsis temprana

es el doble que en los prematuros de 28 semanas (25).
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El recién nacido depende, por tanto, de los anticuerpos maternos
pasivamente adquiridos, los cuales son transmitidos via transplacentaria desde
las 24 a las 26 semanas de gestacion. Ademads, los nifios prematuros tienen
significativamente menores niveles de anticuerpos Ig G que los nifios nacidos

a término (26).

- Bajo peso al nacimiento: Este factor de riesgo de forma aislada,

constituye la causa mds importante en el desarrollo de la sepsis neonatal. Se
define como recién nacido de bajo peso (RNBP) a todos los recién nacidos
con un peso al nacimiento inferior a 2500 gramos, independientemente de su

edad gestacional.

La frecuencia de infecciéon es inversamente proporcional al peso del
nacimiento; por ejemplo, en prematuros de menos de 1500 g la tasa de
infeccion nosocomial alcanza valores de entre el 15 y el 25%, y en menores de
1000 g suelen no ser inferiores a 40%. Se ha observado ademds que, aunque
sOlo el 2,4% de los neonatos de muy bajo peso ingresados en unidades
neonatales tenia sepsis neonatal precoz confirmada con hemocultivo positivo,

éstos tenian un riesgo tres veces superior de muerte o morbilidad neuroldgica
(27).

Comparado con la incidencia general de infeccion, la incidencia del bajo
peso al nacimiento es de hasta 26 veces para el grupo de menos de 1000
gramos, y el riesgo de infeccion para recién nacidos pretérmino es de 8 a 10

veces mayor que para el recién nacido a término (28).

- Asfixia perinatal: Definida como Test APGAR menor a 6 a los 5

minutos en presencia de rotura prematura de membranas, y considerada como

un importante factor predictor de sepsis.

El puntuaje o Test de APGAR fue disefiado en 1952 por la Doctora Virginia
Apgar en el Columbia University’s Babies Hospital, y consiste en una
valoracién del estado fisico del recién nacido, que suele realizarse al minuto y

a los cinco minutos después del parto.
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Se basa en la puntuacién de cinco factores que reflejan la capacidad del
neonato para adaptarse a la vida extrauterina (aspecto o coloracién de la piel,
pulso o frecuencia cardiaca, reflejos y gesticulacién, tono muscular o

actividad, y respiracion).

La puntuacién al primer minuto evalda el nivel de tolerancia del recién
nacido al proceso del nacimiento y su posible sufrimiento, mientras que la
puntuacion obtenida a los 5 minutos evalda el nivel de adaptabilidad del
recién nacido al medio ambiente y su capacidad de recuperaciéon. Un recién
nacido con una puntuacién mds baja al primer minuto que al quinto, obtiene

unos resultados normales y no implica anormalidad en su evolucion.

El Test de APGAR ha demostrado a través de los afios ser de gran utilidad

para evaluar esta condicion de recién nacido al momento de nacer.

- Internacion prolongada en las Unidades de Cuidados Intensivos

Neonatales (UCIN): la colonizacion del recién nacido en la UCIN tiene un

patron diferente al del nifio normal como resultado del contacto materno
escaso, la alimentacion moderada, el tratamiento antibidtico y la exposicion a

la flora de estas unidades.

El Centers for Disease Control and Prevention (CDC), en un extenso
estudio sobre control de infeccion nosocomial, calculé que los hospitales con
una amplia y prolongada vigilancia tenian un 32% de posibilidades inferior de
adquirir una infeccién que aquellos que no la tenian, por lo que estos

programas de control y prevencién suponen un ahorro considerable (29).

- Distrés respiratorio: el Sindrome de distrés respiratorio del recién

nacido, también llamado “enfermedad de membrana hialina”, es sinénimo de
dificultad respiratoria y comprende una serie de entidades patoldgicas. Es la
causa mas comun de dificultad respiratoria en recién nacidos prematuros y la
causa mas frecuente de morbi-mortalidad neonatal, en correlacién con la

inmadurez estructural y funcional.

Tipicamente afecta a recién nacidos con fiebre de 28 a 34 semanas de edad

gestacional, afectando a un tercio de estos nifios y siendo causada por déficit
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de surfactante, sustancia tensoactiva que recubre los alveolos producida por

los neumocitos tipo II.

Su incidencia aumenta inversamente respecto a la edad de gestacion, de
manera que afecta al 60% de los menores de 28 semanas de edad gestacional,
pero ocurre en menos del 5% de los recién nacidos después de las semanas 28
a 34 (30). Esta condicion es mads comun en los nifios, y la incidencia es de
aproximadamente seis veces mayor en los recién nacidos cuyas madres tienen

diabetes (31).

Los signos y sintomas aparecen al nacimiento o poco tiempo después con
clinica respiratoria franca, que incluye polipnea y signos de dificultad
respiratoria progresiva (quejido, disociaciéon toraco-abdominal, aleteo nasal,

tiraje intercostal y retraccion supraesternal) con cianosis central.

1.7.2. Relacionados con la madre:

Existen otros factores que por si solos no justifican una evaluacion de sepsis,
y menos aun el empleo de antibidticos (ATB) en neonatos que no presentan

signos clinicos anormales.

- Rotura prematura de membranas (RPM): se define como la emisién

del liquido amnidtico entre 1 y 12 horas antes del comienzo de las

contracciones uterinas.

Se da en un 8% de las embarazadas, un 3% antes y un 5% después de las 37
semanas de gestacion (32). La prediccion exacta de la infeccion, incluyendo la
corioamnionitis materna y la sepsis neonatal precoz, sigue siendo un

importante desafio en estos casos.

La incidencia de sepsis en los neonatos de madres con este factor de riesgo
es de 1%. Si a la RPM se le suman signos de corioamnionitis, la incidencia
sube un 3-5% (33). Ademads, es mds frecuente en los partos prematuros

(32,6%) que en embarazos a término (6,3%).

Numerosos factores de riesgo estdn asociados a la RPM; las pacientes de

raza negra tienen mayor riesgo de padecer RPM en comparacién con las
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pacientes de raza blanca (34). Otros pacientes con alto riesgo incluyen
aquellas de bajo nivel socioeconémico, fumadoras, con historial médico de
enfermedades de transmision sexual, y que hayan presentado anteriormente

RPM, sangrado vaginal o distension uterina (35).

Tiene importantes repercusiones en los resultados perinatales, siendo causa
de mas del 30% de los partos pretérmino, ademds de un 10% de mortalidad
perinatal. Las decisiones que se tomen pueden representar mayor o menor
riesgo de infeccion pudiendo determinar diferentes tipos de intervenciones

para terminar el embarazo (26).

Otras complicaciones de la RPM son: sindrome de distrés respiratorio
(35%), compresiéon de la médula del recién nacido (32 a 76%),
corioamnionitis (13 a 60%), desprendimiento prematuro de placenta (4 a 12%)

y muerte fetal anteparto (1 a 2%) (36;37).

- Infeccién ovular (corioamnionitis): es una infeccidon de las membranas

placentarias y del liquido amnid6tico. Es poco frecuente, se presenta en un 1-
2% de todos los embarazos, y en el 50% de los pretérminos que nacen antes
de las 30 semanas (38).

En general, la definicion de corioamnionitis varia segun criterios
diagndsticos claves, que pueden ser clinicos (presencia de tipicos hallazgos
clinicos), microbiolégicos (cultivo microbiolégico positivo de muestras de
fluido amnidtico o de corioamnios), o histopatolégico (con evidencias
microscopicas de infeccion o inflamacion en el examen de la placenta o en

muestras corioamnioticas).

Se diagnostica por la combinacion de fiebre materna, leucocitosis,
taquicardia materna, taquicardia fetal, sensibilidad uterina y olor fétido del
liquido amnidtico. Hay una asociacidon establecida entre infeccion
intraamnidtica, rotura prematura de membranas ovulares y parto pretérmino

(39;40).

Los microorganismos pueden ascender a la cavidad amnidtica por la vagina

y el cérvix, por diseminacion hematdgena a través de la placenta (infeccion
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transplacentaria), por siembra retrégrada por la cavidad peritoneal a través de
las trompas de Falopio, o por introducciéon accidental durante los
procedimientos invasivos como amniocentesis, toma de muestra de sangre

fetal o de las vellosidades coridnicas.

La via mds frecuente es la ascendente, lo que se soporta en el hecho de que
la corioamnionitis histolégica es mds comun y severa en el sitio de ruptura de
membrana. Las bacterias identificadas en casos de infecciones congénitas son
similares a las de la flora encontrada en infecciones del tracto urinario; y en
embarazos gemelares, la corioamnionitis histolégica se observa

frecuentemente en el primer gemelar, y muy pocas veces en el segundo (41).

- Colonizacién vaginal por SGB: este germen coloniza de forma

habitual el tracto gastrointestinal inferior y vagina, pudiendo ser dicha
portacion transitoria, intermitente o cronica. La adquisicidon o recolonizacion

es frecuente en mujeres sexualmente activas.

Se calcula que entre el 15 y el 25% de las mujeres embarazadas estdn
colonizadas (genital y anal) por este germen (42). Varios estudios han
demostrado que entre un 2 y un 34% de las embarazadas presentan
colonizacién perineal durante el tercer trimestre, siendo esta colonizacién
vaginal la que finalmente se trasmite e infecta al feto durante el trabajo del
parto. Ademds, se conoce que 1-2% de los recién nacidos de madres

colonizadas desarrollaran sepsis (17).

Si bien el SGB suele ser asintomatico en las madres, puede ser causante de
infeccion del tracto urinario, endometritis, corioamnionitis, sepsis, y rara vez,
meningitis. También, se ha visto que existe una asociacion importante entre la
colonizacién materna por SGB y la rotura prematura de membranas. Esto se
debe a la capacidad de este microorganismo de producir fosfolipasas y
proteasas, generar prostaglandinas e inducir respuesta inmune, debilitando asi

las membranas fetales (43).
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Como demuestran datos recientes, en dmbitos en los que se han instaurado
programas de prevencion, es posible reducir sensiblemente la incidencia de
esta infeccion hasta el 0,26%o (44).

- Infeccién urinaria: la presencia de ésta, sobretodo en el tercer

trimestre del embarazo, constituye otro factor de riesgo importante,
especialmente la no tratada o parcialmente tratada. Si se le suma el hecho de
que, por lo general, no estin documentadas con urocultivo, el tratamiento

empleado suele ser empirico.

Comiinmente son causadas por gérmenes gramnegativos pertenecientes a la
familia de las enterobacterias y pseudomonas, junto con algunos
grampositivos (Staphilococcus saprophyticus y enterococos). La mujer es 30
veces mds susceptible que el hombre de padecer infecciones en el tracto
genitourinario, y durante el embarazo esta susceptibilidad es mayor. De ahi la
importancia de vigilar cualquier sintoma urinario durante el embarazo debido

a su asociacion a la prematuridad y bajo peso al nacer (45).

- Fiebre intraparto (mayor a 37,5°C): es considerada como uno de los

factores que mds contribuyen a la susceptibilidad del neonato de adquirir una

infeccion.

Existen estudios donde los neonat6logos han usado los factores de riesgo
maternos intraparto como fiebre, RPM y corioamnionitis para determinar si a
los neonatos asintomadticos se les debia realizar una evaluacién de sepsis
después del parto. Sin embargo, mientras estos factores de riesgo pueden
significar que la infeccion materna podria afectar a la evaluacion del recién
nacido, estos autores indican que para mujeres con embarazo a término, la
mayor parte de la fiebre materna durante el parto puede ser en realidad una

consecuencia de la analgesia epidural (46).

Por otro lado, aunque la fiebre durante el parto se asocia con el uso de la
analgesia epidural en mujeres con partos a término, y puede ser menos
especifico como factor de riesgo, en un estudio en el que se correlacionaba la

presencia intraparto con la evaluacion de sepsis en el recién nacido, se
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encontr6 que mds de un cuarto de los neonatos nacidos a término
asintomaticos con sepsis neonatal precoz diagnosticada no fueron evaluados

de sospecha de sepsis inmediatamente después del parto.

Por tanto, la mayoria de estos recién nacidos podian haber desarrollado
sintomas sugestivos de infeccion en alguin momento después del parto. El
descubrimiento de un marcador de la corioamnionitis, en lugar de confiar en
los sintomas clinicos como fiebre intraparto, seria de gran valor vy,
posiblemente, podria dar lugar a una disminucién en las evaluaciones de las
sepsis neonatales y la aplicacién de tratamiento antibidtico en los recién
nacidos (47).

1.8. Profilaxis de sepsis neonatal

La instauraciéon precoz del tratamiento adecuado es muy importante para
mejorar la evolucion y el prondstico de esta entidad clinica.

Por esta razon se hace necesario encontrar una prueba o pruebas
diagnodsticas con adecuada sensibilidad, especificidad y valor predictivo
negativo, que permitan identificar al neonato infectado, evitando asi la

antibioterapia en el neonato no infectado.

Las estrategias de prevencion actuales se basan en la deteccion de las madres
portadoras de Streptococcus agalactiae, antibioterapia intraparto a las madres

colonizadas y seguimiento del recién nacido.

En nuestro pais, la Sociedad Espariola de Obstetricia y Ginecologia
(SEGO), la Sociedad de Neonatologia (SEN) y la Sociedad Espaiiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC), han
consensuado las siguientes recomendaciones basadas, fundamentalmente, en
las de CDC de 1996 y en las aportaciones del Grupo de Hospitales Castrillo
(21).

Estas pautas fueron actualizadas en 2003 y, posteriormente, en el 2010 (48),

y se basan en los siguientes aspectos:

» Estudio de la colonizacion materna por SGB: se recomienda practicar

cultivo recto-vaginal a todas las mujeres embarazadas entre la 35 y 37
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semanas de gestacion. El resultado debe estar disponible en el momento
del parto.

* Indicaciones de profilaxis antibidtica: se recomienda profilaxis
antibidtica en las siguientes situaciones: a todas las mujeres colonizadas
por SGB independientemente de la edad gestacional, cuando se detecta
bacteriuria por SGB durante la gestacion, si existe un hijo previo afecto
de sepsis a SGB, y si se desconoce el estado de colonizacidn, si existe
rotura de membranas ovulares mayor de 18 horas, fiebre intraparto
superior o igual a 38° C, o parto espontdneo antes de la 37* semana de
gestacion.

= Pauta de profilaxis antibiética: se recomienda aplicar desde el principio
de la dindmica del parto, Penicilina G sddica; y se considera profilaxis
completa si se administran al menos 2 dosis con un intervalo de 4
horas. Como segunda eleccién, se administran 2 gramos (g) de

Ampicilina al comienzo, seguido de 1 g cada 4 horas hasta el expulsivo.

El tratamiento antibidtico empirico del neonato debe iniciarse
inmediatamente después de obtener las muestras para cultivos bacteriolégicos.
Debe realizarse teniendo en cuenta la flora presuntamente responsable y la

susceptibilidad a los antibi6ticos.

En la sepsis de transmision vertical, la antibioterapia debe cubrir SGB,
enterobacterias (sobre todo Escherichia coli) y Listeria monocytogenes (poco
frecuente en nuestro medio). Esto se consigue con la asociacion Ampicilina y

Gentamicina, con accién mds sinérgica.
La duracion del tratamiento ha sido establecida cldsicamente en 10-14 dias
para la sepsis sin infeccién focal.

1.9. Diagnostico

El diagnostico debe plantearse ante un recién nacido con clinica compatible,
siendo de gran ayuda la valoracion de la presencia de factores de riesgo
materno en la sepsis vertical, teniendo estos neonatos habitualmente uno o

mas factores de riesgo identificables.

29



Biomarcadores de sepsis en sangre de cordon para el diagnostico de SNP

Antes de iniciar una terapia antibidtica empirica es necesario realizar un
chequeo infeccioso previo dirigido a precisar el diagndstico etiolégico y hacia

la orientacién de un cuadro séptico.
1.9.1. Dificultad en el diagndstico

Cuando el agente etiologico causante de la sepsis invade en organismo del
recién nacido, su sistema inmunoldgico se activa para defenderse. Pero, en
ocasiones, puede ser fisiologicamente inmaduro en el recién nacido
prematuro, cuyo déficit mds importante en el mecanismo de defensa
fagocitario del neonato es el fracaso en la produccién y quimiotaxis de
neutréfilos al sitio de infeccion. Los recién nacidos tienen una capacidad muy
restringida de acelerar la produccidon de neutréfilos en reaccién a un proceso
infeccioso, y el depdsito en la médula 6sea es muy limitado, por lo que se

agota rapidamente.

Ademads, ninguna prueba, ya sea clinica o de laboratorio, tiene suficiente
valor predictivo para confirmar o descartar sepsis, por lo cual para mejorar la
capacidad diagndstica se han combinado diferentes pruebas, especialmente las
de laboratorio. La sepsis neonatal es una enfermedad de alta severidad, por lo
que se requieren exadmenes complementarios que no fallen en ningtn caso (es
decir, con alta sensibilidad) y que detecten la sepsis cuando la enfermedad
esta presente (esto es, con alto valor predictivo positivo). El objetivo que tiene
una prueba de laboratorio es ayudar a decidir al personal médico el inicio o no
del tratamiento antibidtico. Por lo tanto, el test ideal serfa aquel que tuviera

una elevada sensibilidad y un elevado valor predictivo positivo.

Teniendo en cuenta que los resultados bacteriolégicos tardan varios dias en
ofrecer resultados fiables, es necesario disponer de algiin procedimiento de
diagndstico rdpido que oriente la instauracién o no de tratamiento antibi6tico
al recién nacido. Para descartar sepsis con un valor predictivo positivo del
100% se suele evaluar a los neonatos con riesgo de infeccién, obtenido al
menos en las 12-24 horas después del nacimiento, usando la combinacion de

recuento leucocitario y la determinacién de PCR.
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1.9.2. Diagndstico etiolégico

El diagndstico etioldgico se basa en el aislamiento de un germen patégeno

en un liquido corporal habitualmente estéril.

En el caso de sospecha de sepsis neonatal, los estudios a realizar son los

siguientes:

- Hemocultivo: considerado como el “patrén de oro” para el diagndstico

de sepsis.

- Liquido cefalorraquideo (LCR): su importancia radica en que el 20-

25% de las sepsis neonatales estdn asociadas a meningitis.

- Urocultivo: la muestra debe ser obtenida por puncién vesical
supraptibica o por cateterizacion de la uretra. El urocultivo en neonatos de
menos de 72 horas de vida tiene baja sensibilidad (inferior a 0,5%), y en

ausencia de anomalias anatomicas conocidas no esta recomendado.

- Cultivo de exudados periféricos: tiene valor orientativo sobre la
etiologia en la sepsis vertical. Su positividad indica contaminacién, pero la
positividad de 3 o més exudados al mismo germen, en presencia de clinica
séptica y hemocultivo negativo, es de gran valor para orientar el germen

responsable.
1.9.3. Marcadores de sepsis

Silbergeld y Davis hablan de marcadores biolégicos para referirse a senales
fisiolégicas inducidas por un xenobidtico que reflejan una exposicién, una
respuesta celular precoz o una susceptibilidad inherente o adquirida,
proporcionando una estrategia para la resolucion de estos problemas (49). Asi,
la propuesta de un biomarcador debe basarse en el conocimiento del

mecanismo de respuesta del mismo.

Otras caracteristicas que los biomarcadores deben poseer son la
reproducibilidad, sensibilidad, especificidad, reversibilidad, aplicabilidad,
facilidad de uso y relacion coste/efectividad adecuado. Es fundamental que el

tiempo de respuesta del biomarcador sea corto, de forma que éste pueda ser
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utilizado como “‘sistema de alarma temprano”; y si muestra valor diagnostico,

éste podrd ser entonces utilizado de forma predictiva.

Por tanto, un marcador de sepsis neonatal deberia, por un lado, permitir un
diagndstico precoz de forma sensible (diferenciar entre causa infecciosa o no

ante una inflamacion) y, si es posible, informar acerca del prondstico (50).

Se han evaluado distintos pardmetros en las udltimas décadas para el
diagndstico precoz de la sepsis neonatal. Los mds estudiados hasta momento
son el recuento de glébulos blancos, el nimero total de neutréfilos, la
proporcién de neutréfilos inmaduros, la Proteina C Reactiva, la Procalcitonina

y las citoquinas.

Por todo ello, los principales marcadores mas ampliamente utilizados en la
evaluacion de sospecha de sepsis neonatal, y en los que centraremos este

estudio, son los siguientes:

- Parametros hematologicos

Respecto a los pardmetros hematolégicos, tienen una alta inespecificidad y
la medicién de los leucocitos en sangre periférica y su estudio diferencial,

probablemente, es la prueba inespecifica mas rapida y util de obtener.

Hace varias décadas se demostr6 que el contaje leucocitario podia ser

normal en la tercera parte de los recién nacidos infectados (51).

Numerosos estudios demuestran que no se puede considerar un solo hallazgo
aislado para el diagnéstico de sepsis, incluso se han dado puntajes a cada una
de las variables estudiadas. El contaje de leucocitos y neutréfilos absolutos, la
relacion de neutréfilos inmaduros/maduros, cambios en la morfologia o
degeneracion como la vacuolizacion, bacterias intracelulares, granulaciones
toxicas, deben ser estudiados y analizados individualmente y en conjunto. En
estos andlisis la sensibilidad es variable, reportdndose datos desde 40-90%, sin
que se relacione directamente el tipo de germen, lo que, entre otros factores,

podria afectar los resultados (52).
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Debido a esta variabilidad en la sensibilidad de los pardmetros
hematolégicos de forma individual, varios autores han propuesto estrategias
en la obtencion de ratios o scores que combinan algunos de estos parametros.

El rendimiento de estos sistemas de puntuacion seguin varios autores se
puede observar en la siguiente tabla, en funcion de las horas de vida del
neonato (1-7 horas y 12-24 horas después del nacimiento) (53).

Tabla 1. Rendimiento de sistemas de puntuacion hematologicos segin diversos

autores para el diagndstico de sepsis neonatal precoz por SGB en las primeras
24 horas de vida del recién nacido (53).

Sensibilidad Especificidad VPP (%) VPN (%)
(%) (%)

Recuento hematolégico inicial (1-7 horas después del nacimiento)

Manroe y cols. 68 45 43 70
Rodwell y cols. 63 55 46 71
Spector y cols. 31 90 67 68

Recuento hematologico a las 12-24 horas

Manroe y cols. 100 50 56 100
Rodwell y cols. 100 73 73 100
Spector y cols. 53 83 67 73

VPP: Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo.

Estos datos sugieren que recuentos hematoldgicos tempranos aportan poca
informacion diagnéstica en la evaluacion de cualquier neonato con o sin

sintomatologia con una posible infeccion bacteriana.

Por otro lado, en ausencia de hipertension materna, asfixia grave,
hemorragia periventricular, fiebre materna o enfermedad hemolitica, la
neutropenia total absoluta y una relacion elevada entre las formas neutrofilicas

inmaduras y las totales sugieren firmemente una infeccion bacteriana (17).

La presencia de neutropenia se asocia a un mal prondstico, ya que
generalmente indica disminucién de la reserva de neutréfilos en médula 6sea,
disturbios en la liberaciéon de éstos a la periferia e ineficacia de las células

madre para responder a las demandas (39).
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La trombocitopenia (recuento de plaquetas inferior a 150.000/mL) se
relaciona con infecciones severas, sobretodo producido por hongos, en menor
proporcién por bacterias gramnegativas, virus y poca asociacién con gérmenes
grampositivos. Se relaciona con una combinacién de lesion difusa de la célula
endotelial, toxinas bacterianas y flngicas, aumento de la activacién
plaquetaria y coagulacién intravascular diseminada, lo cual implica un
incremento del consumo de plaquetas (41), asi como una respuesta limitada de
su produccion y de trombopoyetina, siendo predictores de mal prondstico
(54;55).

Ademads, se pueden utilizar otros pardmetros para valorar el tipo de infeccion

bacteriana.

El indice de granulocitos inmaduros indica el nimero de células inmaduras
en sangre periférica que es normalmente bajo, pasando desapercibido en el
contaje leucocitario, donde se observan de 100 a 200 células. Algunas de estas
células (promielocitos, mielocitos o metamielocitos) pueden observarse en
condiciones fisioldgicas, como en el embarazo y en el periodo neonatal,
patolégicas como infecciones bacterianas, tumores sélidos o sindromes

mieloproliferativos, o en situaciones asociadas a intervenciones quirirgicas.

El cociente entre los neutréfilos inmaduros y el nimero total de neutréfilos
es, asimismo, un pardmetro utilizado habitualmente para el diagndstico de
sepsis, considerdndose normal un valor mayor a 0,2 (o superior a 0,3 en las

primeras 24 horas de vida del neonato).
- Proteina C Reactiva

La Proteina C Reactiva (PCR) es una proteina que se encuentra en la sangre
como respuesta a una inflamacion, por ello se dice que es una proteina de fase

aguda.

Se produce en las células intestinales, y también por los adipositos, como
respuesta a un aumento de IL-6 (producido predominantemente por
macréfagos y también por adipocitos) en la concentracion de plasma tras el

estimulo inflamatorio.
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Su funcién exacta no es conocida, pero se conoce que activa el complemento
y tiene funciones al interactuar con las células fagociticas. Al parecer actia en
la primera linea de defensa inmunoldgica, cumple funciones en el
metabolismo lipidico y contribuye en la patogenia de enfermedades como la

arteriosclerosis y el infarto del miocardio (56).

Los niveles normales de esta proteina se incrementan en 6 horas y llegan al
maximo en 48 horas (57). Su vida media es constante y, por lo tanto, su nivel
estd determinado principalmente por la tasa de produccién y, por tanto, por la

gravedad de la causa.

En la actualidad, es una de las pruebas mds utilizadas tanto para establecer el
diagndstico para monitorizar la respuesta al tratamiento. Es una prueba de

laboratorio que presenta gran sensibilidad, pero baja especificidad (58).

Los valores normales de las primeras 48 horas estan en torno a 1,5 mg/mL.
Debe considerarse que no s6lo se altera en presencia de infeccion, sino
también se eleva en asfixia neonatal, aspiracion meconial, trabajo de parto
prolongado, Sindrome Hipertensivo Severo Inducido por el Embarazo, o en

casos de hemorragia intracraneal.

Respecto a la relacion entre los niveles de PCR y los factores de riesgo
intraparto anteriormente mencionados, un estudio muestra que algunos de los
principales factores de riesgo pueden causar una elevacion de esta proteina en

ausencia de infeccién (59).

Esto puede ser debido a que hasta que la PCR no atraviesa la placenta, los
niveles elevados son debidos a la produccién de PCR en el neonato; aunque
existen pocos estudios longitudinales que evalien los cambios en los niveles
de PCR en neonatos sanos con factores de riesgo infeccioso intraparto. En este
mismo estudio, se muestra que el punto de corte de los niveles de PCR en
sangre de cordén puede diferir para muestras de cordén y para muestras

séricas a las 24 horas.
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- Procalcitonina

La Procalcitonina (PCT) es una prohormona que se produce en las células C
de la glandula tiroides. Es la precursora de la Calcitonina y, en situaciones
normales en el hombre, los niveles sist€émicos son indetectables o menores a
0,1 ng/mL.

Tiene una vida media en suero de 25 a 30 horas, y es importante tener en
cuenta la elevacion fisiolégica de este marcador en las primeras 48 horas de
vida, por lo que puede complicarse la interpretacion de los resultados durante

este periodo.

Durante la inflamacién de causa infecciosa, la PCT se eleva mas
répidamente que la PCR, lo que la convierte en un predictor precoz de
gravedad y mortalidad, sin embargo, esto no se puede aplicar a neonatos ya
que tienen un pico fisiolégico en las primeras 48 horas, motivo por el cual la
especificidad no supera el 65%, teniendo ademds un pobre valor predictivo

positivo (50).

En la sepsis neonatal tardia o de origen nosocomial es importante la
medicion de PCT, ya que varios estudios han determinado una alta
sensibilidad y especificidad; no se debe solicitar de forma aislada, pero si debe
ser parte del perfil bioquimico solicitado a estos pacientes (60). Es importante
mencionar que la elevacion de PCT se presenta en infecciones de origen
bacteriano, micGtico o parasitario, mientras que los procesos provocados por

virus no presentan elevacion de la PCT (61).

La PCT no es un marcador de infeccion, es un marcador de infeccion grave,
habitualmente generalizada, y es en estos casos cuando los niveles de este
marcador (que también se produce en otros tejidos distintos de la tiroides en

los cuadros sépticos) pueden incrementarse por encima de 100 ng/mL.

No se conocen con claridad los efectos de la PCT, pero se le reconoce como
parte de la respuesta inflamatoria sistémica y su relacién con citoquinas o su

aumento de produccién, como respuesta a endotoxinas (59).

36



L. Introduccion

Los aumentos de PCT se suelen dar en infecciones bacterianas, parasitarias y
por hongos, con manifestaciones sistémicas. A diferencia de otros marcadores
bioquimicos, en las infecciones virales graves o cuando ocurre inflamacion
sistémica grave sin infeccion, no suele haber aumento de ésta o, si lo hace,
aumenta minimamente, sin relacién con la magnitud de la respuesta general
del organismo (62). Por lo que la PCT es un marcador temprano de sepsis

grave.

En diferentes estudios se ha visto que los niveles séricos de PCT se
correlacionan con la severidad de la invasion microbiana y disminuyen
rapidamente después del tratamiento antibidtico adecuado. En uno de éstos,
los autores concluyen que las concentraciones de PCT y PCR en neonatos con
sepsis neonatal precoz se encuentran aumentadas, siendo este incremento

mayor en los niveles de PCT (63).

- Interleuquinas

En la dltima década se ha publicado un gran nimero de trabajos que han

estudiado distintas citoquinas (64).

Las mds estudiadas han sido las interleuquinas: 1-f, 6, 8 y el factor de
necrosis tumoral (TNFa). También se han utilizado como marcadores de
infeccion los receptores solubles de las citoquinas, que se elevan en sangre en
procesos infecciosos; siendo el mds estudiado el receptor soluble de la IL-2

(IL-2Rs) (65). En nuestro estudio nos centraremos en la IL-6.

La IL-6 es una glucoproteina (citoquina pleiotropica) segregada por los
macréfagos, células T, células endoteliales y fibroblastos, con una amplio
rango de funciones. Localizada en el cromosoma 7, su liberacién estd inducida
por la IL-1, y se incrementa en respuesta al TNF-a. Es una citoquina con

actividad antiinflamatoria y proinflamatoria.

Es un pir6geno enddgeno que estimula en la hipdfisis la produccién de
ACTH, interviene en la produccion de inmunoglobulinas, en la diferenciacion

de linfocitos B, activa a los linfocitos T citotoxicos, células plasmadticas,
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modula la hematopoyesis y es la responsable, junto a la IL-1, de la sintesis de

proteinas de fase aguda como la PCR en el higado (58).

Alcanza su pico mdximo a las 2 horas del inicio del estimulo bacteriano, por
lo que sus niveles pueden encontrarse elevados antes del inicio de los
sintomas y antes de que se eleven los marcadores utilizados de rutina, como la
PCR (66).

La produccion de IL-6 es rdpidamente inducida en el curso de las reacciones
agudas inflamatorias asociadas a heridas, traumatismos, situaciones de estrés,

infeccion, neoplasias y otras causas.

Como ya han mostrado estudios anteriores (67), el uso de biomarcadores de
sepsis como la PCT, PCR y la IL-6 en suero facilita el diagnostico de sepsis,
incluso antes de la aparicion de las manifestaciones clinicas. Sin embargo, a
pesar del nimero de pruebas disponibles, ninguno de estos marcadores es

absolutamente fiable y preciso de un diagndstico precoz.

Las variaciones de las concentraciones de los principales marcadores
bioquimicos de sepsis después de una inyeccion intravenosa de endotoxina se
pueden observar en el siguiente diagrama.

Endotoxina
= — L&

Concentracion marcadares
pro-inflamatorios

Tiempo {horas)

Figura 4: Diagrama de las variaciones en las concentraciones de los
marcadores bioquimicos de sepsis TNF-a, IL-6, PCT y PCR (68).
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1.9.4. Marcadores bioquimicos en sangre de cordén

La determinacién de los marcadores bioquimicos en sangre de cordén puede
ser util en el diagndstico de la sepsis neonatal precoz, tal como muestran
estudios realizados en la ultima década, como vamos a detallar a continuacion.
La relevancia clinica de estas mediciones radica en que pueden obtenerse el
mismo dia del nacimiento sin recurrir a la venopuncién del recién nacido. Asi
se puede evaluar el riesgo de sepsis congénita incluso si la madre no tenia una
amniocentesis, y los resultados podrian estar disponibles antes de que se

generara el informe patolégico placentario.

Respecto a la PCR, las concentraciones de plasma de cordén umbilical han
resultado més elevadas en pacientes con invasién microbiana de la cavidad
amnidtica y funisitis. Segun varios estudios, los valores de PCR en sangre de
cordén a partir de 0,02 mg/dL podrian utilizarse para modificar el indice de
sospecha que el neonato ha sido expuesto a un microorganismo antes del

nacimiento o tiene una respuesta inflamatoria (69).

Ademads, un elevado nivel de PCR junto con los resultados del recuento total
de glébulos blancos, diferencial y recuento total de plaquetas en sangre de
cordén umbilical podria ser informativo en la evaluacion del riesgo de sepsis
neonatal, encontrdndose una relacién significativa entre las concentraciones
de PCR e IL-6 (70).

Existen estudios en sangre de cordon donde las medidas de PCT muestran
que se trata de un marcador sensible y especifico de infeccién antenatal, con
un alto valor predictivo positivo y negativo, ademds de presentar una buena
razon de probabilidad positiva y negativa, y parece ser mas fiable que la PCR
(71).

En cuanto a la IL-6, existen estudios donde la determinacién en sangre del
cordon umbilical alcanz6 una sensibilidad de 87-100% y un valor predictivo
negativo entre 93 y 100%. Al comienzo de la infeccion poseia una alta
sensibilidad (89%) y un valor predictivo negativo del 91%, sin embargo, al

tener una vida media muy corta, sus valores en sangre caen rdpidamente tras
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la instauracion del tratamiento. Por el contrario, a las 24 horas de vida del
recién nacido, en muchos pacientes los valores en sangre son indetectables; la
sensibilidad cae después de 24 y 48 horas (67% y 58% respectivamente) del

comienzo de la sepsis (72;73).

La elevacion de los niveles de IL-6 en sangre materna y en cordon umbilical
en partos pretérmino se ha relacionado también con mayor morbimortalidad
en el periodo neonatal, tanto con sepsis neonatal precoz como con otras
enfermedades no infecciosas. Ademds, se ha visto que la presencia de
corioamnionitis y una elevacion de los niveles de IL-6 en sangre de cordon

pueden darse en neonatos no infectados (59;74).

Por otro lado, se ha podido comprobar que la IL-6 en sangre de cordén
parece ser un marcador predictivo de sepsis temprana en neonatos prematuros
con rotura prematura de membranas. La IL-6 debe considerarse un marcador
de infeccidn precoz, con alta sensibilidad al interpretarse junto a la PCR en las

primeras 48 horas de infeccion (75).

En la actualidad, existen diferentes investigaciones que se centran en el
estudio de estos marcadores bioquimicos en sangre de cordén para el

diagnostico de los cuadros de sepsis neonatal precoz (76;77).

Como resumen, en la siguiente tabla se muestran los resultados de la
evaluacion de la IL-6 y la PCR en sangre de cordon realizada por Cernada y
cols. (78) en 128 neonatos diagnosticados de sepsis neonatal precoz con sepsis
confirmada con hemocultivo positivo en 5 casos, obteniendo como mejor
predictor de sepsis la IL-6, ademds de ratios de probabilidad positivo y

negativo superiores a los de la PCR.

Y un segundo estudio realizado por Joram et al. (71) en 197 neonatos con
sospecha de infeccion, donde a 16 de ellos se les diagnostic6 de sepsis

neonatal precoz.

Actualmente, se estdn realizando numerosos estudios, predominantemente
en sangre de cordén, para la observacion del comportamiento de estos

marcadores bioquimicos en el diagnéstico de sepsis neonatal precoz.
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Tabla 2. Valores de Sensibilidad (S), Especificidad (E), Valor predictivo
positivo (VPP) y Valor predictivo negativo (VPN) de la IL-6 y de la PCR en
sangre de cordon de neonatos con factores de riesgo prenatal (78), y de la PCT
(71).

Biomarcadores de sepsis S (%) E (%) VPP (%) VPN (%)
IL-6
(Punto corte: 255,87 pg/mL) 90 87,4 37,5 99
PCR
(Punto corte: 0,1 mg/dL) 60 7 19,4 95,9
PCT

87,5 98,7 87,5 98,7

(Punto corte: 0,5 ng/mL)

1.9.5. Hemocultivo

Las bacterias causantes de la infeccion en la sepsis neonatal se identifican
mediante el hemocultivo, considerado como estdndar de oro, que permite

ademds determinar la susceptibilidad bacteriana a los antibidticos.

El cultivo bacteriolégico es el método mas utilizado y valioso en la clinica,
sin embargo, como prueba de diagndstico en muestras de sangre neonatal
tiene baja sensibilidad y especificidad para la detecciéon de los agentes
causales de la infeccion. Este hecho se relaciona con el poco volumen
(inferior a 1 mL) de sangre que se puede extraer al recién nacido. Ademas,
una limitante adicional del hemocultivo es que tarda hasta cuatro dias para
obtener el resultado del laboratorio, y no logra analizar el contenido total de
las bacterias que pudieran ser de interés para identificar la etiologia de la

enfermedad.

Las técnicas de cultivo automatizadas o semiautomatizadas que se basan en
la deteccion de CO, producido por el metabolismo bacteriano, permiten

informar la positividad de los hemocultivos en menos de 24 horas.

A pesar de esto, la positividad de los hemocultivos en sepsis neonatal no
supera el 80-85% en los mejores centros, por lo que un resultado negativo en

presencia de factores de riesgo y clinica compatible no descarta la infeccion.
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Por estas razones se requieren metodologias que permitan andlisis rdpidos,
precisos y de alta sensibilidad que ayuden a los neonatdélogos y al cuerpo
médico responsable, lograr una evaluacién oportuna y un mejor tratamiento de

casos clinicos y subclinicos de sepsis neonatal.
1.9.6. Biologia molecular

La amplificacién de segmentos definidos del dcido nucleico mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (pcr) comenzdé en la investigacion bésica,
pero su aplicacion se ha incorporado en los laboratorios de microbiologia
clinica y de la salud, en los que se han logrado importantes avances para

identificar la etiologia de los procesos infecciosos.

A diferencia del cultivo bacteriolégico, la pcr requiere minimas
concentraciones del DNA (pg/mL). Recientemente se han sintetizado
iniciadores bacterianos para la amplificacion de la region pequefia del gen 16S
ribosomal (16S rDNA). El 16S rDNA esta presente en todas las bacterias, es
altamente conservado y tiene secuencias infinitas, lo que permite
diferenciarlas entre cada especie de bacteria (79). El uso del 16S rDNA
permite explorar en un solo paso a todas las bacterias contenidas en diversas
muestras bioldgicas, lo que la convierte en un buen marcador respecto a otros

genes bacterianos (80).

Aunque la pcr ofrece ventajas sobre el cultivo bacteriolégico, tiene una serie

de limitaciones.

Primero, se requiere que el DNA blanco sea de buena calidad sin
fragmentaciones y las muestras biologicas contienen enzimas como
endonucleasas y dnasas, las cuales degradan el DNA. En segundo lugar, las
muestras de sangre contienen diferentes componentes estructurales como
anillos de porfirinas que interfieren con la actividad de la TagDNApolimerasa,
lo que reduce la eficiencia de la amplificacion y puede dar falsos negativos. Y,
en tercer lugar, en la obtencion de la muestra y en la extraccion del DNA,
puede haber contaminacién con otras bacterias que no necesariamente

corresponden a las de la muestra de origen.
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En los dltimos afios, se han realizado estudios que evaliian una nueva técnica
de detecciéon de microorganismos mediante pcr a tiempo real como una

herramienta mds en el diagndstico microbioldgico de sepsis.

El Test SeptiFast (Roche Diagnostics®) es una técnica “multiplex” por pcr a
tiempo real capaz de detectar 25 microorganismos, siendo €stos los mas
frecuentemente encontrados en las infecciones sanguineas. Mientras que los
métodos microbiolégicos detectan sélo microorganismos viables, esta prueba

detecta tanto los viables como los no viables ademas del ADN no microbiano.

Las cepas objeto de deteccidon se indican en la siguiente lista de la prueba

SeptiFast.

Figura 5. Especies de microorganismos detectados por el Sepftifast,
clasificados en Gramnegativos, Grampositivos y hongos.

Gram (-) Gram (+) Fungi
Escherichia coli Staphylococcus aureus Candida albicans
Klebsiella (pneumoniae/oxytoca) CoN§' Candida tropicalis
Serratia marcescens Streptococcus pnetimoniae Candida parapsilosis
Enterobacter (cloacae/aerogenes) Streptococcus spp? Candida glabrata
Proteus mirabilis Enterococcus faecium Candida krusei
Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis Aspergillus fumigatus
Acinetobacter baumannii®
Stenotrophomonas maltaphilia

Algunos de estos estudios, como el realizado por Lehmann y cols.(81) en un
estudio restropectivo observacional de 436 pacientes con sepsis, muestran una
coincidencia entre los microorganismos aislados mediante el hemocultivo y
esta nueva técnica (LightCycler SetptiFast PCR Test) de un 38% en el caso de
microorganismos grampositivos, un 26% para gramnegativos y un 6% para
hongos. Aunque también se dieron casos en los que s6lo daba positivo el
hemocultivo, o casos en los que sdlo fueron identificados microorganismos

mediante la técnica del SeptiFast.

Otros estudios (82), evaluan las ventajas obtenidas de la extraccion
automatizada de ADN bacteriano (MagnaPure Compact), en lugar de la

extraccion manual. Para ello, se estudiaron 72 pacientes con SIRS y sospecha
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de sepsis, y se encontré una reduccién del flujo de trabajo de 6,54 a 3,56 horas
en la extracciéon del ADN, no afectando a la sensibilidad o especificidad del

test de deteccidn de microorganismos por pcr a tiempo real.

Jordan y cols. realizaron un estudio que incluyé 548 recién nacidos
comparando pcr con hemocultivos, encontrando alto valor predictivo negativo
y positivo, asi como una alta sensibilidad y especificidad. Los resultados de
pcr antes de 18 horas del nacimiento podrian ayudar a descartar la sepsis
neonatal temprana, lo que provocaria menor uso de antibidticos y disminuiria
la estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN).
Actualmente, su positividad se ha incorporado en la definicion de sepsis
probada. Su inconveniente es el alto coste para la aplicacion de la prueba y la

disponibilidad limitada en los laboratorios convencionales (83).
1.9.7. Cuéando realizar el diagndstico

Las enfermedades infecciosas son una importante causa de morbilidad y
mortalidad en el periodo neonatal. Un adecuado diagndstico precoz que
conduzca a un tratamiento apropiado podria evitar el prondstico final de estos
pacientes. Por ello, cualquier herramienta que identifique de forma rapida una
sepsis neonatal precoz es un objetivo de gran relevancia en la medicina

perinatal.

Existe una creciente evidencia de que la infeccién comienza en el utero en
un significante nimero de neonatos con sepsis neonatal precoz. Muchos de
ellos son asintomaticos en las primeras horas de vida, y se ha visto que las
madres con colonizacion bacteriana y/o otros factores de riesgo infeccioso
tienen mayor probabilidad de dar a luz nifios con bacteriemia ya presente en el

nacimiento (84).

Como se ha mencionado, se han evaluado muchos pardmetros biol6gicos o
marcadores de sepsis en las ultimas décadas, entre ellos distintos pardmetros
hematoldgicos, o proteinas como la PCR o la PCT, y algunas citoquinas. Sin
embargo, a pesar de los numerosos tests disponibles en la actualidad, ninguno

de ellos es absolutamente fiable, por lo que muchos neonatélogos a menudo
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comienzan el tratamiento antibi6tico en neonatos con factores de riesgo
infeccioso, exponiendo a muchos de estos pacientes a un tratamiento

innecesario.

Por todo esto se hace tan importante el momento del diagndstico, ya que un
diagnostico precoz y preciso conduciria a un tratamiento adecuado, y evitaria
tratamientos innecesarios a recién nacidos. Una forma de realizar este
diagndstico temprano podria ser el estudio de biomarcadores de sepsis en

muestras de sangre de cordén como planteamos en este estudio.

1.10. Futuros campos de investigacion

No cabe duda de que un diagnéstico temprano de la infeccidn es decisivo
para una correcta orientacion terapéutica y un prondstico favorable en el
paciente infectado. Sin embargo, en la prictica clinica diaria, los métodos
convencionales de diagndstico de las enfermedades infecciosas se enfrentan a
ciertas dificultades relacionadas con la falta de precision, lentitud y problemas

técnicos.

Estas limitaciones no sélo han propiciado el desarrollo de técnicas de
diagndstico mds eficaces y automatizadas, como ya hemos comentado
anteriormente, sino que también han supuesto en la comunidad cientifica un

desafio estimulante en la biisqueda de nuevos biomarcadores de infeccion.

Los avances producidos en los tultimos afos en las diferentes disciplinas
biémicas (gendmica, protedmica y metabolémica, entre otras), reforzados
ademds por la bioinformatica, ofrecen hoy por hoy una oportunidad para el
descubrimiento de perfiles moleculares y marcadores de utilidad en el

diagndstico de la sepsis neonatal precoz.

Cabe destacar que de todas ellas la proteémica es, quizds, la metodologia
que ha despertado mayores expectativas en el campo de las enfermedades
infecciosas. Esto es debido a que su objeto de estudio es el andlisis sistematico
y a gran escala del proteoma (conjunto de todas las proteinas expresadas por

el genoma de una célula, tejido y organismo), en un momento dado, y en
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determinadas condiciones de tiempo y ambiente. Para la consolidacion de esta
ciencia, relativamente reciente, ha sido necesario el desarrollo definitivo de la
espectrometria de masas como técnica aplicada al andlisis de moléculas
biol6gicas, combinado con el empleo de métodos de fraccionamiento y
separacion de péptidos y proteinas, como la Electroforesis de Poliacrilamida

de dos dimensiones y la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC).

Cabe sefialar, que las micromatrices (microarrays o biochips) de proteinas
permiten el andlisis e identificacion simultdnea de grandes paneles de sondas
para regiones genomicas especificas de los diferentes biomarcadores. Dada la
versatilidad y diversidad de los sistemas de micromatrices, se puede ademds

evaluar los genes de resistencia a antibioticos y los marcadores de virulencia.

Algunos estudios (85;86), evaluaron la deteccion de DNA bacteriano (la
regiéon 16S rRNA) mediante amplificacién por pcr seguido de hibridacién por
microarray del DNA en muestras de sangre de 172 neonatos con clinica de
sospecha de sepsis. En ambos, este microarray fue muy especifico en algunas
de la muestras con hemocultivo positivo en la deteccion de ciertos
microorganismos y en la evaluacion de los genes resistentes a antibidticos

relacionados.

La baja sensibilidad de los microarrays conseguida puede ser debida a la
baja cantidad de DNA del patégeno en las muestras de los pacientes, que es
mejorada por la amplificacion mediante pcr antes de la hibridacion de

microarrays.

En un estudio mas reciente, Tissari y cols. evaluaron una plataforma de
microarrays para la identificacion de hemocultivos positivos, donde se
amplificaban los genes gyrB, parE y mecA de 50 especies bacterianas (87),
siendo este ensayo 18 horas mds rapido que los métodos convencionales con

una sensibilidad y especificidad del 94,7 y 98,8%, respectivamente.

Por tanto, hay que prestar especial atencion al avance de estas nuevas
técnicas y a la validacion de esta nueva generacion de marcadores
proteémicos como futuros campos de investigacion en el diagnodstico de la

sepsis neonatal.

46



II1. OBJETIVOS






1I. Objetivos

I1. OBJETIVOS

2.1. Justificacion e importancia del estudio

La sepsis neonatal es una enfermedad con multiples manifestaciones clinicas
no especificas durante los primeros dias de vida, que con frecuencia se asocia

a una presentacion clinica de uno o mas factores de riesgo perinatales.

Durante el embarazo, el feto estd protegido de las infecciones bacterianas
por las membranas corioamnidticas y la placenta. Sin embargo, existen
multiples factores que traspasan de una u otra forma las “barreras protectoras
del neonato”, aumentando el riesgo de infeccion ya que su sistema

inmunolégico es inmaduro.

La sepsis neonatal se apoya en cuatro pilares basicos: la anamnesis (para
investigar factores de riesgo infeccioso), evaluacion clinica, pruebas
complementarias y los datos bacterioldgicos. Entre ellos, la exploracion
clinica sigue siendo el dato mds util para establecer la sospecha de infeccion

neonatal.

El aislamiento de cualquier microorganismo para el diagndstico de sepsis
neonatal precoz confirma definitivamente la infeccion, pero la mayoria de las
veces no es posible esperar el crecimiento del germen para iniciar el
tratamiento antibidtico, ya que podria ensombrecer el prondstico de esta

enfermedad potencialmente mortal.

Por ello, se han estudiado un gran nimero de pruebas de laboratorio con el
objetivo de identificar precozmente al recién nacido infectado. A pesar de
todos estos estudios, no existe en la actualidad una sola prueba de laboratorio
que, de forma aislada, haya demostrado una adecuada sensibilidad y

especificidad para identificar la infeccion.

Ademads, existe el problema de conocer cudl es el criterio adecuado para
iniciar el tratamiento antibidtico a un recién nacido asintomatico cuya madre
tiene uno o varios factores de riesgo infeccioso (corioamnionitis, bolsa rota

mayor de 18 horas o fiebre intraparto).
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El presente trabajo pretende estudiar biomarcadores de sepsis que ayuden,
tanto en positivo como en negativo, a establecer el diagndstico de sospecha de
sepsis neonatal, y correlacionarlos con los antecedentes perinatales de la
madre; teniendo en cuenta el examen fisico de los neonatos a su nacimiento
habiendo ingresado en el Servicio de Neonatologia del Hospital Universitario

Virgen de la Arrixaca.
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2.2. Hipétesis

(Pueden resultar de utilidad la determinacion de los principales
biomarcadores de sepsis en sangre de cordéon para la evaluacién en el

diagndstico de la sepsis neonatal precoz?

(Es la sepsis neonatal precoz consecuencia de un conjunto de factores de
riesgo asociados al neonato por sus caracteristicas propias, o son los factores

de riesgo maternos los que mas influyen en el desarrollo de sepsis?

(Existe actualmente algiin biomarcador que pueda predecir de forma rapida
y fiable una posible sepsis neonatal precoz para la instauraciéon de un

tratamiento antibidtico adecuado?

Partiendo de estos interrogantes, se sugiere una investigacion que estudie la
determinacion de los principales biomarcadores de sepsis en sangre de cordon
en diferentes grupos de estudio de recién nacidos con factores de riesgo en
nuestro hospital, que relacione por traslacion quizds el diagndstico de la sepsis
neonatal precoz con la suma de los resultados obtenidos de las
determinaciones de estos pardmetros en sangre de cordén, asi como el estudio

de técnicas de biologia molecular en este tipo de muestras.

Nuestra hipétesis principal se basa en que los biomarcadores de sepsis
determinados en sangre de cordén umbilical pueden predecir el diagndstico de
sepsis neonatal precoz. Y que, ademds, los niveles de éstos pueden diferir
entre distintos grupos de estudio, plantedndonos que estos cambios podrian ser

causa de diversos factores de riesgo infeccioso.

Para poder trabajar estas cuestiones, habria que profundizar en varios
aspectos relacionando los factores de riesgo infeccioso asociados, con las
determinaciones en las muestras de sangre de corddn; asi como introducir las
posibles claves para ayudar a un diagndstico en positivo como en negativo del
diagnodstico de la sepsis neonatal precoz. El estudio comparativo de cinco
grupos de estudio de recién nacidos con diferentes factores de riesgo
infeccioso puede ayudar a concretar todos estos aspectos, y a definir y

anticipar un correcto diagndstico, y su consecuente tratamiento antibiotico.
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2.3. Objetivos
Con esta premisa y los anteriores planteamientos, se ha definido un objetivo
principal y tres objetivos accesorios en el presente trabajo, que se exponen a

continuacion:

- Objetivo principal:

Estudiar la utilidad clinica de los biomarcadores de sepsis en sangre de
cordén, tanto bioquimicos (PCT, PCR y IL-6) como hematoldgicos, en el

diagndstico o exclusion de sepsis neonatal precoz.

- Objetivos secundarios:

1. Relacionar los biomarcadores de sepsis en sangre de cordén con los

niveles de estos biomarcadores en sangre del recién nacido.

2. Relacionar los factores de riesgo infeccioso predisponentes en el
momento del parto con los biomarcadores de sepsis, tanto en sangre

neonatal como en sangre de cordon.

3. Evaluar la utilidad de la detecciéon del DNA bacteriano en sangre de
cordon mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con el uso de
primers con regiones bacterianas 16S rRNA, para una ripida
identificacion del microorganismo que causa la infeccion, y conseguir
una cobertura antibidtica precoz, y la comparacion de resultados con el

hemocultivo, para una rapida deteccion de sepsis bacteriana.
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3.1. Diseno del estudio

Para la realizacion de este trabajo de investigacion, se han seguido las

distintas etapas de la metodologia cientifica.

En una primera etapa, tras varias reuniones con los directores del trabajo y
expertos en el tema, se marcé un objetivo inicial y se realiz6 una revision
bibliogréfica sobre la sepsis neonatal precoz, con la finalidad de elaborar un
marco tedrico que sirviera de guia para el disefio, eligiendo una metodologia

cuantitativa.

A partir de ahi, se defini6 el objeto de la investigacion, asi como las
caracteristicas de los individuos que compondrian el estudio, y los recursos

materiales y humanos necesarios para llevarla a cabo.

En una segunda etapa, se plantearon los objetivos especificos y se disefié un

estudio cuyos fundamentos metodolégicos estaban basados en:
- establecer grupos de estudio y las caracteristicas de cada uno de ellos.
- recoger datos y muestras clinicas en cada uno de los individuos incluidos.

- medir las diferentes variables bioquimicas potencialmente relacionadas con

los objetivos fijados.

Por lo tanto, se ha realizado un estudio prospectivo observacional transversal
en un periodo de 12 meses, comprendido entre los meses de Mayo de 2010 y
Abril de 2011 en el Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia) en
el Servicio de Analisis Clinicos, con la colaboracion de la Seccion de
Neonatologia de dicho hospital, donde se comparan las caracteristicas de un
grupo de recién nacidos en nuestro hospital que fueron ingresados en la
Seccion de Neonatologia por diferentes causas (entre ellas sospecha de
infeccion, prematuridad, sepsis neonatal precoz, y otras causas) con otro

grupo que no ingreso en esta seccion.
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= Estrategia de bisqueda bibliografica:

La revision bibliografica se realizO en bases de datos nacionales e

internacionales, tales como Pubmed.

Como estrategia para la bisqueda, se utilizaron descriptores cotejados con la
base de datos de Descriptores en Ciencias de la Salud y del Medical Subjets
headings, que fueron los siguientes: sepsis neonatal precoz, sangre de cordon,
factores de riesgo infeccioso, prematuridad, marcadores hematolégicos,
marcadores bioquimicos de sepsis, estudio microbioldgico en el neonato,

técnicas de biologia molecular, etc.

La busqueda fue limitada a articulos de la tipologia estudios de casos y
controles, estudios de cohortes, tanto prospectivos como retrospectivos,
estudios descriptivos transversales y revisiones de metaandlisis, todos ellos

publicados en los ultimos 10-15 afios.

= Estrategia en andlisis de resultados:
El analisis de resultados se realizé en dos fases diferentes.

En una primera se realizé un estudio transversal descriptivo, comparativo, de
las variables del estudio y su distribucion en funcién de los cinco grupos

participantes en el mismo.

En una segunda fase del andlisis de resultados, se establecié una estrategia
con finalidad analitica, con el objetivo de determinar, con técnicas estadisticas
multivariantes adecuadas, qué factores de riesgo se asocian con uno u otro
grupo de la muestra, identificando la magnitud de asociacién y las diferencias
que existen entre los grupos, en funcién de los valores que presentan las

variables.
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3.2. Sujetos
3.2.1. Criterios de inclusion

A continuacioén, se definen las caracteristicas principales de la poblacién de
estudio, los criterios de inclusiéon de los pacientes, la recogida de datos

clinicos, los parametros de estudio, asi como los diferentes grupos de estudio.

Se seleccionaron los pacientes en funcion de los siguientes tres criterios de
inclusion:
= Edad de vida del neonato: desde el momento del nacimiento
hasta los cuatro dias de vida, de acuerdo a la definicion de
sepsis neonatal precoz anteriormente comentada.
» Ingreso hospitalario de dicho neonato en las Unidades de
Maternidad y/o Neonatologia.
= Neonatos a los que se le realiz6 una analitica de hemograma
y reactantes de fase aguda (PCR), solicitada segin el
protocolo de evaluaciéon de sospecha infecciosa y/o
existencia de factores perinatales desfavorables que asi lo

aconsejaban.

Un neonato con alto riesgo infeccioso ingresa en la Seccidén de Neonatologia

segun los siguientes criterios de los responsables médicos de nuestro hospital:

- Prematuridad menor o igual a las 35 semanas de gestacion.

- Bajo peso al nacimiento (< 2.200 gramos).

- Recién nacido de cualquier peso y edad gestacional con distrés
respiratorio.

- Aumento de reactantes de fase aguda en controles analiticos segun
protocolo de seguimiento del recién nacido con factores de riesgo
infeccioso, con o sin sintomatologia clinica.

- Cuadro de empeoramiento del estado general, como alteraciones
cardiacas, hiperbilirrubinemia, hipoglucemia, etc.

- Problematica social.
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Ademads, los neonatos son ingresados en la Unidad de Maternidad de nuestro
hospital, donde se solicita una analitica de urgencia de hemograma y PCR, por

los siguientes motivos:

- Prematuridad superior a 35 semanas de gestacion, si su estabilidad
termorreguladora y nutricional lo permite.

- Rotura de membranas materna superior a 18 horas.

- Fiebre intraparto materna.

- Resultado de test de SGB materno positivo, segin los criterios
establecidos por la CDC, ya comentados previamente en la introduccion.

- Otras causas como: hipoglucemia, ictericia neonatal, leve distrés

respiratorio, cualquier cambio en el comportamiento del neonato, etc.
3.2.2. Criterios de exclusion

Los neonatos que se excluyeron del estudio fueron los siguientes:

- Aquellos que no nacieron en nuestro hospital o que fueron trasladados
desde cualquier otro a los pocos dias de vida, ya que no se disponia de
sangre de cordon, datos clinicos maternos y/o neonatales.

- Cualquier neonato del que por diferentes causas no se pudo obtener
alguna muestra de sangre de cordén, independientemente del hospital de

nacimiento.
3.2.3. Grupos de estudio

Los sujetos de estudio se clasificaron en cinco grupos:

- Grupo 1: Neonatos con estudio en Maternidad: Recién nacidos a

término que ingresaron en la Unidad de Maternidad procedentes del paritorio
o del quir6fano de esta unidad para el seguimiento del recién nacido
aparentemente normal pero con factores de riesgo, a los que se solicité una
analitica de urgencia con hemograma y Proteina C reactiva, y fueron dados de
alta sin precisar ingreso hospitalario. Este grupo se form6 a partir de una
aleatorizacion del total de la poblacion, excluyendo al resto de grupos, ya que

inicialmente estaba constituido por un elevado numero de componentes.
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- Grupo 2: Neonatos con ingreso en Neonatologia por sospecha de

infeccién: Recién nacidos a término que ingresaron en la Unidad de
Neonatologia desde la Unidad de Maternidad del Hospital Universitario
Virgen de la Arrixaca, a los que se les solicit6 una primera analitica de
urgencia con hemograma y Proteina C reactiva en los tres primeros dias de
vida, y cuyos resultados analiticos eran sugestivos de sospecha de infeccion.
Por lo tanto, se procedi6 a su observacién e ingreso en la Unidad de
Neonatologia de dicho hospital debido a esta analitica de urgencia,
antecedentes maternos de riesgo de infecciéon o condiciones perinatales u

obstétricas desfavorables.

- Grupo 3: Neonatos con ingreso en Neonatologia por otros motivos:

Recién nacidos a término que ingresaron en la Unidad de Neonatologia por
diferentes motivos, excepto por sospecha de infeccion, a los que se procedio a

su estudio y observacion en esta unidad.

- Grupo 4: Neonatos prematuros: Recién nacidos prematuros con edad de

gestacion inferior a 37 semanas, que ingresaron en la Seccion de
Neonatologia o en la Unidad de Cuidados Intensivos de Neonatologia para

someterlos a una observacion continua y tratamiento.

- Grupo 5: Neonatos con sepsis neonatal precoz: Neonatos que

desarrollaron sepsis neonatal precoz, con confirmacion bacteriologica y/o
sospecha clinica de infeccion, con el consecuente ingreso en la Seccion de
Neonatologia o en la Unidad de Cuidados Intensivos de Neonatologia, donde

recibieron el tratamiento antibidtico adecuado.
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3.3. Método
3.3.1. Recogida de muestras

- Sangre neonatal:

Con base a los criterios de inclusion/exclusion ya descritos en los apartados
anteriores, se seleccionaron las muestras mediante reglas de busqueda en el

programa informatico OMEGA 3.3 (Roche Diagnostics®).

Las muestras de bioquimica se recogieron en el Laboratorio de Urgencias
del Servicio de Anadlisis Clinicos de nuestro hospital procedentes de los
Servicios de Neonatologia para cursar analiticas de urgencias instauradas por
protocolo en casos de sospecha de infeccion. Estos sueros se alicuotaron y

congelaron a -80°C para su posterior procesamiento.

Las muestras de sangre total necesarias para realizar el hemograma del
neonato se recogieron en el mismo laboratorio, donde se procesaron
inmediatamente. Se descartaron aquellos hemogramas coagulados o con

muestra insuficiente.

- Sangre de cordon:

Las sangres de cordén de los neonatos de los diferentes grupos de estudio se
recogieron en el Laboratorio de Banco de sangre del Servicio de Hematologia
de nuestro hospital, donde rutinariamente se determinan los grupos sanguineos
en estas muestras a todos los recién nacidos. La sangre de cordén se obtuvo

por venopuncién de la vena umbilical en el momento posterior al parto.

Se descartaron las muestran coaguladas o que habian sido previamente

diluidas para la realizacion de la determinacion del grupo sanguineo.

Ademads, como ya hemos comentado en los criterios de exclusion, no se
incluyeron en el estudio aquellos neonatos de los que no se pudo disponer de
las muestras de sangre de corddn, por nacimiento extrahospitalario o ingreso

posterior en el hospital procedente de otro hospital.
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3.3.2. Parametros de estudio

Los parametros de estudio se estudiaron en dos tipos de muestra, tanto en

sangre del neonato como en sangre de corddn, y dependiendo del tipo de

muestra, fueron:

- Sangre del neonato:

Pardmetros hematoldgicos: Recuento de leucocitos totales,
neutréfilos totales y granulocitos inmaduros, y cociente de
granulocitos inmaduros/neutrofilos totales.

Pardmetros ~ bioquimicos:  Proteina  C  Reactiva,
Procalcitonina e Interleuquina-6.

Pardmetros microbiolégicos: Hemocultivo realizado en el

Servicio de Microbiologia de nuestro hospital.

- Sangre de corddn:

Pardmetros hematoldgicos: Recuento de leucocitos totales,
neutréfilos totales y granulocitos inmaduros, y cociente de
granulocitos inmaduros/neutrofilos totales.

Pardmetros ~ bioquimicos:  Proteina  C  Reactiva,
Procalcitonina e Interleuquina-6.

Cociente entre los marcadores bioquimicos en sangre del
neonato y en sangre de cordon.

Técnicas de biologia molecular: deteccion del gen
ribosomal 16S bacteriano (16S rDNA).

3.3.3. Protocolo de recogida de datos clinicos

La recogida de datos clinicos se realizé durante el afio de recogida de

muestras desde Mayo de 2010 a Abril de 2011, consultando las historias

clinicas de todos los recién nacidos, asi como las de sus respectivas madres en

la Unidad de Codificacion de nuestro hospital, clasificindose en tres

categorias:
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- Datos del neonato:

= Sexo: hombre/mujer.

= Edad gestacional: segin FUR (fecha de la ultima regla) y
parametros ecograficos, expresado en semanas y dias.

=  Peso al nacimiento.

= Testde APGAR al minuto 1 y 5 de vida.

= Presencia de distrés respiratorio al nacimiento, seguin el
diagnéstico clinico del Servicio de Pediatria de nuestro hospital.

=  Administracion de tratamiento antibidtico por sospecha de riesgo
infeccioso.

= Diagnéstico principal del neonato al alta de la hospitalizacion.

- Datos maternos:

= Edad.

= Temperatura periparto, objetivada por el equipo de matronas de
nuestro hospital.

= Resultado del cultivo microbiolégico de exudado vaginal (o
vagino-rectal) para la detecciéon de Streptococcus agalactiae
realizado durante las semanas 35 a 37 del embarazo, en los
principales centros sanitarios de la Regiéon de Murcia (Hospital
Universitario Virgen de la Arrixaca, Hospital Universitario

Morales Meseguer y Hospital Universitario Reina Sofia).

- Datos obstétricos:

=  Fecha/hora del parto.

= Tipo de anestesia utilizada en el parto: epidural, raquidea, local o
sin anestesia.

= Tiempo de rotura de bolsa de membranas: en funciéon de las
horas transcurridas desde la rotura de la bolsa (menor a 12 horas,

de 12 a 24 horas, o superior a 24 horas).
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3.3.4. Procesamiento de las muestras
3.3.4.1. Andlisis hematol6gico

- Sangre neonatal:

El andlisis hematologico de la sangre del neonato se realiz6 en tubos de
hemograma conteniendo como anticoagulante el acido
trietilenodiaminotretracético (EDTA) tripotdsico, en un autoanalizador
hematoldgico SYSMEX XE-5000 (Roche Diagnostics®) con previa agitacion,

donde se obtuvieron datos de recuento y férmula leucocitaria.

- Sangre de corddn:

Con la sangre de cordén se siguié el mismo procedimiento que en la sangre
total de los recién nacidos, respecto a la extraccién en tubos de hemograma
con anticoagulante EDTA tripotdsico, y andlisis en el analizador hematoldgico
SYSMEX XE-5000 (Roche Diagnostics®).

Posteriormente, estas muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 10
minutos, se separ6 la sangre total y el plasma, se alicuotaron por separado en
tubos preparados para la conservacion en frio, y se congelaron a -80°C para su

posterior procesamiento.
3.3.4.2. Analisis bioquimico

El andlisis bioquimico de la sangre del neonato se realizd en plasma, en
tubos con Heparina de Litio como anticoagulante, con previa centrifugacion
durante 10 minutos a 3000 rpm.

Los biomarcadores de sepsis se determinaron en el analizador COBAS 6000
(Roche Diagnostics®), mediante inmunoturbidimetria (en el caso de la PCR)
y mediante un inmunoensayo de electroquimioluminiscencia (en el caso de la
PCT y la IL-6). En las técnicas empleadas también se incluyeron controles
internos con concentraciones conocidas.

Las caracteristicas de los ensayos y los valores de referencia para la

poblacién adulta se muestran en la Tabla 3.
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Tabla 3. Caracteristicas analiticas de los marcadores bioquimicos de sepsis.

PCR PCT IL-6
Estabilidad: T*<20°C 2 meses 3 meses 3 meses
Ciclos deshielo (n) 1 1 1
Muestras validas SLETE SLETE SLETE
Plasma (Heparina, Plasma (Heparina, Plasma (Heparina,
EDTA) EDTA) EDTA)
Sensibilidad = = -
funcional <0,1 mg/dL. < 0,06 ng/mL < 1,5 pg/mL
Rango de medida 0,1-25 mg/dL 0,02-100 ng/mL 1,5-5000 pg/mL
CV interensayo (%) <25 <8,7 <53

3.3.4.3. Andlisis microbioldgico

A todos aquellos pacientes ingresados en la Unidad de Neonatologia con
sospecha de riesgo infeccioso, se les extrajo un minimo de 1 mL de sangre
total mediante procedimientos estériles para el cultivo microbiologico
convencional en frascos BacT-Alert (BioMérieux®), antes de comenzar con el

tratamiento antibidtico generalizado (en los casos que procedia).

Sélo se sembré un frasco de cultivo de sangre para cada paciente, el cual se
incubd inmediatamente, y se procedi6 a su posterior estudio por el Servicio de

Microbiologia.

En caso de la positividad del hemocultivo, se aislo el microorganismo para
su identificacion mediante tests bioquimicos manuales de identificacion
bioquimica. Posteriormente se utilizO un sistema de identificacion
automatizado (Vitek II, BioMérieux®), que identifica el microorganismo a
través de pruebas bioquimicas; y realiza antibiogramas mediante tarjetas que
contienen concentraciones crecientes de los principales antibidticos,

informando de la sensibilidad y resistencia a los mismos.

En caso de la negatividad del hemocultivo, se informé como tal, no
realizdndose identificacion del microorganismo ni el antibiograma

correspondiente.
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3.3.4.4. Procesamiento de la sangre de cordon

A estas muestras se les realiz6 un hemograma en el analizador SYSMEX
XE-5000 (Roche Diagnostics®) para obtener datos hematologicos de la
sangre de cordon.

Posteriormente, se centrifugaron para obtener dos alicuotas que se
congelaron a -80° C para su procesamiento al final del estudio; una de sangre
total, para la determinacion de la presencia de microorganismos patégenos
mediante técnicas de biologia molecular, y el sobrenadante o plasma, para la
determinacién de los biomarcadores de sepsis (IL-6, PCT y PCR).

Los biomarcadores de sepsis (PCR, PCT e IL-6) se analizaron de la misma
forma que en el caso de los plasmas obtenidos de la sangre del neonato, en el
analizador COBAS 6000 (Roche Diagnostics®), sin ningin tipo de

tratamiento preanalitico previo de extraccion o derivatizacion.
3.3.4.5. Técnicas de biologia molecular

Las muestras de sangre de cordon, previamente descongeladas, se
sometieron en primer lugar a un proceso de extraccion del ADN bacteriano,
en segundo lugar, a una amplificacion y detecciéon del microorganismo de la
reaccion en cadena de la polimerasa o pcr a tiempo real mediante el
LigthCycler® SeptiFast Test (Roche Diagnostics®) y, por dltimo, se procedid

a la identificacién automaética de cepas y controles.

- Extraccién de Acidos nucleicos para SeptiFast Test en MagNA Pure
COMPACT (Roche Diagnostics®):

Para ello, se han utilizado los equipos:

o MagNa Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit.
o SeptiFast Lys Kit MGRADE.
o MPLC Total NA Isol. Kit-Lysis/Binding Buffer Refill.

La extraccién mediante el LightCycler SeptiFast test ME*PE estd basada en
la lisis mecédnica de 1 mL de sangre total mediante el kit de lisis SeptiFast

Lysis y el instrumento Magna Lyser (Roche Diagnostics®).
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En primer lugar, se realiza una lisis mecdnica en dicho instrumento, previa a
una incubacion de las muestras lisadas a una proteasa y un tampon de lisis
caotropico que liberan acido nucleico y protegen el ADN liberado de las

Dnasas presentes en la sangre de cordon.

A continuacion se introduce en cada muestra un volumen definido de control
interno (CI) maés el reactivo de lisis. El CI consta de moléculas sintéticas de
ADN de doble cadena con sitios de unién de primers idénticos a los de las
secuencias objetivo. El CI tiene contiene regiones de unién de sondas tnicas
que permiten diferenciar el CI amplificado del amplicén especifico para el

objetivo.

Después de anadir el tamp6n de unién, se transfiere la mezcla a una columna
de centrifugacion mediante un filtro de fibra de vidrio. El ADN objetivo
bacteriano/fungico se hibrida con la superficie de la fibra de vidrio. Las
sustancias no unidas, tales como sales, proteinas y otros fragmentos celulares,
se eliminan mediante un lavado en dos fases. Una vez completado el lavado,

se eluyen los 4cidos nucleicos absorbidos y una temperatura elevada.

El material eluido se someterd en el proximo paso al andlisis de

amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (pcr).

- Amplificacion v deteccion de la pcr a tiempo real mediante el

LightCycler® Septifast Test:

1. Seleccion del objetivo: Se selecciona la region ITS (espaciador transcrito
interno) como regidn objetivo para la diferenciacion de las cepas bacterianas y
fungicas. Esta zona ofrece una mayor sensibilidad analitica que los genes de
copia Unica porque existen varios operones en los genomas de bacterias y
fungi. Ademads, la region ITS contiene mas cepas especificas que el ARN
ribosoémico, por lo que resulta mds adecuado para la diferenciacién de las
cepas. Se halla situada entre las secuencias de ADN ribosémico 16S y 23S de
todas las bacterias Gram positivo y Gram negativo, y entre las secuencias de
ADN ribosémico 18S y 5,8S de todos los fungi.
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2. Amplificacion: Antes de realizar la amplificacién pcr debe reducirse el
riesgo de contaminaciéon del amplicon mediante el uso de la enzima
AmpErase (uracil-N-glicosilada). Esta enzima reconoce y cataliza la
destruccion de las cadenas de ADN que contienen desoxiuridina, pero no del

ADN que contiene desoxitimidina.

Las muestras procesadas se afiaden a la mezcla para amplificacion que
contiene polimerasa Taq de inicio en caliente en los capilares del LightCycler
(100 uL) M®*APE en los que tendrd lugar la amplificacién mediante pcr. Cada
objetivo de la cepa especificada se amplifica mediante primers genéricos o
especificos. Simultineamente se amplifica una mezcla de objetivos en los

controles de reactivos (RC).

3. Deteccion en tiempo real de productos pcr mediante sondas HybProbe:
El amplicén se detecta mediante fluorescencia utilizando un par especifico de
sondas HybProbe. Dichas sondas marcadas mediante fluorescencia se
hibridan en una secuencia interna del fragmento amplificado durante la fase
de annealing del ciclo de amplificacion. El equipo LightCycler® 2.0 se
encarga de medir la emision de fluorescencia en uno de los cuatro canales de

deteccidn existentes.

Una vez finalizada la amplificacion se genera un analisis de la curva de
fusion. La temperatura de fusion (o Temperatura melting: T,,) depende de la
longitud, la secuencia y el grado de homologia entre la sonda y el ADN
objetivo. Las sondas estdn disefiadas para diferenciar las cepas por su Ty,

propia detectada en cada canal.

4. Identificacion automdtica de cepas y controles: Las temperaturas de
fusion (T,,) de las muestras y los controles se analizan mediante un software
de identificacion especial (software de identificacion SetpiFast Identification

Software), y se genera un informe.

Si se obtiene un resultado positivo de Staphylococcus aureus, cabe
considerar la posibilidad de realizar una prueba de resistencia mecA

posteriormente.
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- Identificacion automatica de cepas y controles:

Las temperaturas de fusion (T,,) de las muestras y los controles se analizaron
mediante un software de identificacion especial (software de identificacion

SeptiFast Identification Software), generandose un informe final.

Las concentraciones bajas de Staphylococo coagulasa negativo (SCN) y
Streptococci, que reflejan el rango de contaminaciones del flujo de trabajo no

se muestran como resultados.

En la siguiente figura (Figura 6) se muestran las especies de
microorganismos que detecta el Septifast, en funciéon de los canales de

longitud de onda a los que se pueden detectar y sus temperaturas de fusion.
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Channel Distribution LightCycler® SeptiFast Test

Figura 6. Distribucion de los canales de deteccion de los microorganismos del
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Septifast, en funcion de la longitud de onda y sus temperaturas de fusion o T,,.
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3.3.5. Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico de los resultados, fue necesario
procesarlos en una base de datos de Microsoft Excel y, posteriormente,
exportarlos al programa estadistico SPSS para Windows, version 15.0
(Chicago, Illinois, USA).

La distribucion normal de las variables se comprob6 mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Puesto que ninguna de ellas seguia esta distribucion, se
aplicaron tests no paramétricos en todos los casos, excepto en los pardmetros

hematoldgicos de leucocitos y neutréfilos en sangre del neonato.

Se analizaron las distintas variables de estudio mediante el cdlculo de
estadisticos descriptivos basicos. Respecto a las variables cualitativas, tanto
las categdricas como las ordinales, fueron descritas sus frecuencias absolutas
y porcentajes de cada una de las categorias. Las variables cuantitativas
continuas, fueron descritas con el valor de media, mediana, desviacion
estandar, error tipico de la media, rango intercuartilico, méximo y minimo, y
frecuencias, con un intervalo de confianza del 95% cuando se trataba de un
pardmetro cuantitativo. Ademds se realizO una tabla descriptiva de las

principales caracteristicas del grupo de sepsis neonatal precoz (Grupo 5).

En el estudio analitico, se realizé un estudio entre las variables cuantitativas
y cualitativas, donde se aplic6 el test no paramétrico U de Mann-Whitney y la
prueba de Chi-cuadrado entre los diferentes grupos de estudio para el caso de
pardmetros que no seguian una distribucion normal, y la prueba ¢ de Student

para los dos parametros hematoldgicos que si la seguian.

Ademads, mediante correlaciones bivariadas de Spearman se estudiaron las
relaciones entre variables cuantitativas que no seguian una distribucion
normal, y para las dos variables que si seguian una distribucion normal se

emplearon las correlaciones de Pearson.

Se realizé un anélisis univariante de la influencia de los principales factores
de riesgo infeccioso por separado sobre los biomarcadores de sepsis en sangre

de cordon para cada grupo de estudio mediante la prueba de Kruskal-Wallis
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para aquellas variables con mds de un pardmetro semicuantitativo, y mediante

la prueba de U de Mann-Whitney cuando tinicamente existian dos pardmetros.

Ademéds, se elaboraron curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)
para la obtencion de posibles puntos de corte de los marcadores bioquimicos
de sepsis, valores de sensibilidad y especificidad, valor predictivo positivo y
negativo, asi como los likelihood ratios positivo y negativo. Para ello, se

empleo el programa informatico MedCalc (Medical Calculator).

Con el fin de explorar los factores de riesgo infeccioso de los recién nacidos
estudiados, no enfermos, a través de los valores de las tablas utilizadas, y la
influencia que existe entre los marcadores bioquimicos o variables
independientes, se ha realizado un andlisis de regresion lineal multiple,
introduciendo en el modelo inicial como variables independientes todas las

aquellas medidas en escala continua, mediante el modelo de pasos sucesivos.

De igual modo, con la finalidad de conocer la probabilidad o riesgo de
presentar un valor analitico considerado de riesgo, una vez categorizadas las
variables cuantitativas interesadas, se ha realizado un andlisis de regresion
logistica, partiendo de un modelo donde eran introducidas como variables
independientes todas las variables categoricas del estudio; las variables
cuantitativas fueron recodificadas previamente en variables categéricas. Como
medida de asociacion, para la interpretacion de los resultados y la valoracion
de la magnitud de asociacion, se toma como referencia la Odds Ratio ajustada,

con su intervalo de confianza del 95%.

En todos los contrastes de hipétesis realizados con técnicas estadisticas, se
ha aceptado la existencia de significacion estadistica para una confianza

superior al 95%, admitiendo un valor aleatorio inferior al 5% (p <0,05).
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3.3.6. Confidencialidad del estudio

La inclusion en este estudio no ha supuesto riesgo alguno para los pacientes,
ya que la obtencion de las muestras procedia de las extracciones de sangre
establecidas por protocolo en la evaluaciéon y seguimiento de sospecha de
sepsis u otros factores de riesgo perinatales desfavorables de determinados
recién nacidos. Y en el caso de las sangres de cordon se emplearon aquellas
muestras que se analizan en la Seccion de Banco de sangre en el Servicio de

Hematologia para la determinacion del grupo sanguineo del neonato.

Sélo han tenido acceso a los datos clinicos, los facultativos del Servicio de
Andlisis Clinicos y Neonatologia que han participado en este ensayo,
asegurando la confidencialidad de los mismos, estableciendo el protocolo

pertinente para ello.
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1V. Resultados

1V. RESULTADOS

4.1. Estudio descriptivo

4.1.1. Caracteristicas generales de la poblacién de estudio:

Se ha realizado un estudio prospectivo en una poblacién de estudio formada

por 561 neonatos (310 varones, 251 mujeres), nacidos en el Hospital

Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia) entre los meses de Mayo de

2010 y Abril de 2011, siendo sus caracteristicas generales las que se

especifican a continuacion.

Tabla 4: Caracteristicas de la poblacion de estudio: a) caracteristicas
maternas; b) caracteristicas de los neonatos.

a. Caracteristicas maternas

Edad materna: 16-46 afios (Media + SD: 31,2 + 5,6 afos)

Numero de casos

SGB negativo 306
Resultado Test SGB SGB positivo 114
Test no realizado 44

No constan datos clinicos 97
Horas de rotura de <l 380
membranas previas al 12-24h 60
parto >24h 60
No constan datos clinicos 61

Temperatura materna T"<37.5°C 471
intraparto T°>37,5°C 47
No constan datos clinicos 43

Tipo de anestesia E/pldural e
utilizada Raquidea/general 110
Local 36

Sin anestesia 34

No constan datos clinicos 36

b. Caracteristicas neonatales

Media + SD Minimo-Maximo
(N=561)
Edad de gestacion (semanas) 37,5+29 28-42,1
Peso al nacimiento (gramos) 2892,1 +732,9 1130-5000
Test de APGAR 1 (puntuacién) 8,81 +0,77 3-10
Test de APGAR 5 (puntuacion) 9,85 +0,53 3-10
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Los parametros hematoldgicos y marcadores bioquimicos de sepsis tanto en
sangre de cordén, como en sangre del neonato se describen en las siguientes

tablas.

Tabla 5: Parametros hematolégicos y marcadores bioquimicos de sepsis en
sangre de cordon en la poblacion total de estudio.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
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Tabla 6: Parametros hematolégicos y marcadores bioquimicos de sepsis en
sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida en la poblacion total de
estudio.

561 561

15,37 9,11 0,33 0,0344
6,18 4,57 0,49 0,0418
0,27 0,2 0,02 0,0018
14,91 8,71 0,18 0,0204
11,07 5,71 0,08 0,0113
18,83 11,83 0,38 0,0409
2,31 0,55 0 0

67,62 36,61 4,6 0,3272

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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En cuanto al estudio microbiolégico realizado, las principales caracteristicas
de los microorganismos aislados mediante técnicas convencionales
(hemocultivo) como por técnicas de biologia molecular en sangre de cordén

se pueden observar en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados del estudio microbiolégico (hemocultivo) en sangre
neonatal, y de las técnicas de biologia molecular (Sepfifast) realizadas en sangre
de cordon.

216

SCN: Staphilococo coagulasa negativo.

26,7 76,5

6 1,1 3,1
3 0,5 1,5
3 0,5 1,5
1 0,2 0,5
3 0,5 1,5
3 0,5 1,5
3 0,5 L5
7 1,2 3,6
5 0,9 2,6
1 0,2 0,5
10 1,8 5,1
1 0,2 0,5
196 34,9 100

SCN: Staphilococo coagulasa negativo.



1V. Resultados

Por ultimo, se realizé la prueba de normalidad de variables, para aplicar un

adecuado anélisis estadistico a la poblacion de estudio.

Para ello, se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov, siendo unicamente
dos las variables que seguian una distribucion normal: Leucocitos y

Neutrofilos en sangre del neonato, como se muestra en las tablas 8 y 9.

Ademds, se realiz6 una conversion logaritmica de las variables que no
seguian una distribucién normal a logaritmo decimal y logaritmo neperiano,
por lo que al no obtenerse una distribucion normal tampoco en estos casos, se

opt6 por seguir tests no paramétricos.

En la poblacién total, hubo tres casos de coriamnionitis de madres cuyos
neonatos fueron prematuros (31, 31,5 y 32,5 semanas respectivamente),

recibiendo el adecuado tratamiento antibidtico durante el embarazo.
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Tabla 8. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de los marcadores bioquimicos y hematolégicos en sangre del neonato.

534 536 536 535 559 484 485
153x 0*uL 9,1 x 10°uL  0,325x10°/uL 0,034 0,657 mg/dL 4,178 ng/mL  150,4 pg/mL
6,178 4,569 0,492 0,0418 1,564 11,490 602,091
0,051 0,042 0,259 0,226 0,337 0,358 0,402
0,051 0,039 0,225 0,194 0,322 0,319 0,374
-0,047 -0,042 -0,259 -0,226 -0,337 -0,358 -0,402
1,169 0,973 5,998 5,234 7,971 7,885 8,861
0,130 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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Tabla 9. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de los marcadores bioquimicos y hematolégicos en sangre de cordén.

426 422 422 421 561 549 544
14,1x 10%uL 8,07 x 10%uL 0,322x 10%uL 0,036 0,045 mg/dL 0,245 ng/mL  152,4 pg/mL
6,971 4,262 0,410 0,0327 0,223 1,898 714,366
0,089 0,091 0,216 0,190 0,419 0,451 0,451
0,089 0,091 0,194 0,190 0,403 0,440 0,451
-0,045 -0,052 0,216 -0,151 0,419 0,451 0,416
1,827 1,871 4,436 3,902 9,925 10,565 10,527
0,003 0,002 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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4.1.2. Caracteristicas generales de los grupos de estudio:

Como ya se ha descrito en el apartado de sujetos y método, la poblacion fue
clasificada en cinco grupos de estudio, con las caracteristicas que se detallan a

continuacion:

Figura 7. Distribucion de los neonatos (niimero de casos) en los grupos de

estudio de la poblacion.
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1- Grupo 1: Neonatos con estudio en Maternidad

Este grupo estuvo formado por 184 recién nacidos a término que,
procedentes del paritorio o del quiréfano, ingresaron en la Unidad de
Maternidad para su seguimiento del recién nacido aparentemente normal; se
les solicit6 una analitica de urgencia (hemograma y PCR) y, ante una
evolucidn clinica y resultados analiticos favorables, fueron dados de alta sin

precisar ingreso hospitalario.

Las caracteristicas de la poblaciéon de estudio, tanto maternas como las
propias del neonato, asi como las caracteristicas bioquimicas de la sangre de
cordon y del neonato, y los resultados microbioldgicos se detallan a

continuacion en las siguientes tablas.

Tabla 10. Caracteristicas del grupo 1: a) caracteristicas maternas; b)
caracteristicas de los neonatos.

a. Caracteristicas maternas
Edad materna: 16-42 afios (Media + SD: 31,07 £ 5,5 afios)

Numero de casos

SGB negativo 107

Resultado Test SGB SGB positivo 62
Test no realizado 2

No constan datos clinicos 13

Horas de rotura de <l 125
membranas previas al 12 24E =0
parto >24h 20
No constan datos clinicos 13

Temperatura materna I Siadie 156
intraparto e . 15
No constan datos clinicos 13

Tipo de anestesia E,pldural 2l
utilizada Raquidea/general 16
Local 14

Sin anestesia 13

No constan datos clinicos 10
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39,6 +1,3 37,0-42,1
3359,6 +£448,1 2270-5000

8,93+0,51 7-10

9,93 £ 0,29 8-10

Tabla 11. Parametros hematologicos y bioquimicos de sepsis en sangre de
cordon en el grupo 1.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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Tabla 12. Parametros hematolégicos y bioquimicos de sepsis en sangre del
neonato en las primeras 24 horas de vida en el grupo 1.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.

En este grupo no se realizaron estudios microbiolégicos ni técnicas de

biologia molecular en sangre de cordén, puesto que los neonatos presentaron

buen estado general.
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2- Grupo 2: Neonatos con ingreso en Neonatologia por sospecha de infeccion

El grupo de neonatos que ingresaron en Neonatologia por sospecha de
infeccién estuvo formado por 53 recién nacidos a término que ingresaron en
esta unidad en los tres primeros dias de vida, y presentaron clinica y/o

analitica de sospecha de infeccién (hemograma y PCR).

Tabla 13. Caracteristicas del grupo 2: a) caracteristicas maternas; b)
caracteristicas de los neonatos.

SGB negativo

SGB positivo 16

Test no realizado 2
No constan datos clinicos 32
<12h 7

12-24h 8

>24h 6
No constan datos clinicos 34
T* <37,5°C 16

T* > 37,5°C 3

No constan datos clinicos 45
Epidural 2
Raquidea/general 3
Local 1

Sin anestesia 2

No constan datos clinicos 35

39,9+ 1,01 37-42

3512,8 +£405,5 2450-4500
8,80 £ 0,57 6-10
9,92 £0,34 6-10
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Tabla 14. Parametros hematolégicos y bioquimicos de sepsis en sangre de
cordon en el grupo 2.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.

53 53 53
0,11 0,622 758,78
0,38 2,895 1465,57
0,05 0,398 201,31
0,02 0,104 38,02

0 0,071 3,83
0,03 0,271 463,7
0 0,024 1,5
2,64 21,16 5.000
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Tabla 15. Parametros hematoldégicos y bioquimicos de sepsis en sangre del
neonato en las primeras 24 horas de vida en el grupo 2.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.

53 53 53
3,5 14,898 436,72
2,7 19,931 1074,12
0,4 2,847 155,04
3,3 5,62 87,33
0,8 1,19 34,44
5.5 24,95 272,55
0 0,067 3,57
9,5 100 5.000
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Tabla 16. Resultados del estudio microbiolégico (hemocultivo) en sangre
neonatal, y de las técnicas de biologia molecular (Sepfifast) realizadas en sangre
de cordon.

SCN: Staphilococo coagulasa negativo.
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SCN: Staphilococo coagulasa negativo.
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3- Grupo 3: Neonatos con ingreso en Neonatologia por otros motivos

Este grupo de estudio estuvo formado por 76 recién nacidos a término que
ingresaron en la Unidad de Neonatologia por diferentes motivos, exceptuando

una sospecha de infeccidn, a los que se procedi6 a su estudio y observacion.

Tabla 17. Caracteristicas del grupo 3: a) caracteristicas maternas; b)
caracteristicas de los neonatos.

SGB negativo

SGB positivo 15

Test no realizado 2
No constan datos clinicos 10
<12h 52

12-24h 8

>24h 2
No constan datos clinicos 14
T* <37,5°C 62

T > 37,5°C 5

No constan datos clinicos 9
Epidural 41
Raquidea/general 11
Local 4

Sin anestesia 8

No constan datos clinicos 12

39,115 37,0-42,0

3107,3 +617,7 1690-4490
8,53+ 1,29 3-10
9,54 + 1,09 3-10

90



1V. Resultados

Tabla 18. Motivo de ingreso del grupo 3 (Neonatos con ingreso en
Neonatologia por otros motivos, exceptuando por sospecha de infeccion).

Frecuencia (N) Porcentaje %
38 50,0
21 27,6
6 7,9
5 6,6
4 5,3
2 2,6

w7 1000

* El motivo de ingreso denominado como Misceldnea incluia los siguientes:
- Hidronefrosis.
- Anemia.
- Bajo peso al nacimiento.
- Deshidratacion.
- Cardiopatias.
- Cianosis.
- Neumotorax.
- Problema social.
- Sifilis congénita.
- Sospecha materna de LUES.
- Toxoplasmosis congénita.
- Traqueomalacia.
- Trombopenia aloinmune.

- Hijo de madre diabética.
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Tabla 19. Parametros hematolégicos y bioquimicos de sepsis en sangre de
cordon en el grupo 3.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.

76

0,07 0,646 280,62
0,29 4,467 1033,06
0,03 0,519 121,75
0 0,087 5,82
0 0,061 2,48
0,03 0,113 20,44
0 0,02 I3
2,34 38,52 5.000
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Tabla 20. Parametros hematolégicos y bioquimicos de sepsis en sangre del
neonato en las primeras 24 horas de vida en el grupo 3.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.

76 76 76

0,6 4,779 351,08
1,5 18,591 1094,11
0,2 2,462 140,09
0 0,397 20,01
0,4 0,168 10,69
0,4 1,1 76,52
0 0,02 3,59
8,8 100 5.000
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Tabla 21. Resultados del estudio microbiolégico (hemocultivo) en sangre
neonatal, y de las técnicas de biologia molecular (Sepfifast) realizadas en sangre
de cordon.

SCN: Staphilococo coagulasa negativo.

50 65,8 86,3
1 1,3 1,7
3 3.9 5,2
2 2,6 3.4
2 2,6 3.4
58 76,3 100
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4- Grupo 4: Neonatos pretérmino

El grupo de neonatos pretérmino estuvo formado por 238 recién nacidos con
edad gestacional inferior a 37 semanas que, independientemente de otros
motivos de ingreso, pasaron a la Seccién de Neonatologia o a la Unidad de
Cuidados Intensivos de Neonatologia para someterlos a una observacion

continua.

Tabla 22. Caracteristicas del grupo 4: a) caracteristicas maternas; b)
caracteristicas de los neonatos.

SGB negativo

SGB positivo 19

Test no realizado 38

No constan datos clinicos 70
<12h 164

12-24h 18

>24h 29

No constan datos clinicos 27
T* <37,5°C 213

T* > 37,5°C 8

No constan datos clinicos 17
Epidural 121
Raquidea/general 80
Local 14

Sin anestesia 11
No constan datos clinicos 12

345+1,7

28-36,6

2328,6 £592,5 1130-4330
8,83 £ 0,66 3-10
9,8 +0,39 7-10
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Tabla 23. Parametros hematolégicos y marcadores bioquimicos de sepsis en
sangre de cordon en el grupo 4.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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Tabla 24. Parametros hematoldégicos y bioquimicos de sepsis en sangre del
neonato en las primeras 24 horas de vida en el grupo 4.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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Tabla 25. Resultados del estudio microbiolégico (hemocultivo) en sangre
neonatal, y de las técnicas de biologia molecular (Sepfifast) realizadas en sangre
de cordon.

SCN: Staphilococo coagulasa negativo.

64 26,9 82,1
2 0,8 2,6
2 0,8 2,6
1 0,4 1,3
1 0.4 1,3
1 0.4 1,3
2 0,8 2,6
1 0.4 1,3
4 1,7 5.1

78 32,8 100

SCN: Staphilococo coagulasa negativo.
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5- Grupo 5: Neonatos con sepsis neonatal precoz

El grupo de neonatos con sepsis neonatal precoz estuvo formado por 10
recién nacidos que presentaron confirmacién bacterioldgica de infeccién o

sepsis clinica en las primeras 72 horas de vida.

Tabla 26. Caracteristicas del grupo 5: a) caracteristicas maternas; b)
caracteristicas de los neonatos.

SGB negativo
SGB positivo
Test no realizado
No constan datos clinicos

<12h
12-24h
>24h
No constan datos clinicos

T? < 37,5°C
T* > 37,5°C
No constan datos clinicos

Epidural
Raquidea/general
Local
Sin anestesia

—_— = ]| = W QN = = NN

37,4 +£1,36 35,5-40,5

2937 £ 625,2 2180-3990
8,3+1,63 4-9
9,9 +0,31 9-10
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Tabla 27. Parametros hematolégicos y bioquimicos de sepsis en sangre de
cordon en el grupo 5.

10 10 10

12,89 7,69 0,34 0,0392
7,26 2,95 0,43 0,0378
2,75 1,11 0,16 0,0143
11,37 8,36 0,17 0,0278
8,53 6,28 0,07 0,0139
14,49 10,29 0,41 0,049
3,65 2,16 0,06 0,0111
27,12 10,65 1,27 0,1192

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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Tabla 28. Parametros hematoldgicos y bioquimicos de sepsis en sangre del
neonato en las primeras 24 horas de vida en el grupo 5.

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.

10
1,6 2,761 771,23
3,6 4,037 1865,33
1,1 1,346 705,03
0 0,349 63,74
0 0,275 21,49
0,2 2,85 133,1
0 0,08 19,33
10,9 9,82 5.000
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Tabla 29. Resultados del estudio microbiolégico (hemocultivo) en sangre
neonatal, y de las técnicas de biologia molecular (Sepfifast) realizadas en sangre
de cordon.

4.1.3. Descriptivo de los neonatos con sepsis neonatal precoz (Grupo 5):

El grupo de neonatos del grupo 5, por las caracteristicas propias de la sepsis

neonatal precoz, se describe en su totalidad a continuacién en la tabla 30.
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Tabla 30. Caracteristicas descriptivas de los componentes del grupo de neonatos con sepsis neonatal precoz (Grupo 5, N=10).

- Neonato 1:
Antecedentes Madre: SGB- (fiebre intraparto), APGAR: 9/10, rotura membranas: 13h
Procedencia Maternidad (23 horas de vida)

Motivo de ingreso

Sospecha de infeccidn, cianosis, estridor inspiratorio

Exploracion Buen estado general
Evolucion Al 3% dia taquicardia supraventricular (Sindrome Wolf-Parkinson-White)
Hemocultivo Staphilococcus aureus

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,06 mg/dL, PCT: 0,104 ng/mL, IL-6: 7,3 pg/mL

Tratamiento Si

Diagnostico Bacteriemia Staphilocécica, Sindrome Wolf-Parkinson-White
Neonato 2:

Antecedentes Madre: SGB no consta, APGAR: 9/10, rotura membranas: 10h

Procedencia Quiréfano (3 dias de vida)

Motivo de ingreso

Hipoglucemia

Exploracion Regular estado general (Pasa a UCIN)
Evolucion Sepsis por Klebsiella (4° dia), shock séptico, fallo multiorganico secundario
Hemocultivo Klebsiella pneumoniae

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,04 mg/dL, PCT: 0,056 ng/mL, IL-6: 6,09 pg/mL

Tratamiento

Si (18 dias)

Diagnostico

Sepsis por Klebsiella, shock séptico, fallo multiorgénico secundario
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Neonato 3:
Antecedentes Madre: SGB+ (diabética), APGAR: 9/10, rotura membranas: 7h
Procedencia Quiréfano (1 hora de vida)

Motivo de ingreso

Glucemia= 33 mg/dL

Exploracion Buen estado general
Evolucion Hipoglucemia, sepsis por Enterobacter/Klebsiella (fiebre 39,3°C a los 3 dias)
Hemocultivo Enterobacter spp., Klebsiella pnemoniae

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,05 mg/dL, PCT: 0,065 ng/mL, IL-6: 55,4 pg/mL

Tratamiento

Si (10 dias)

Diagnéstico Hipoglucemia, sepsis por Klebsiella/Enterobacter
Neonato 4:
Antecedentes Madre: SGB no realizado, APGAR: 9/10, rotura membranas: 10h
Procedencia Paritorio (2-3 horas de vida)
Motivo de ingreso Glucemia= 36 mg/dL, Coombs directo positivo (hiperbilirrubinemia)
Exploracion Buen estado general
Evolucion Sospecha infeccion
Hemocultivo Escherichia coli

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,0 mg/dL, PCT: 0,189 ng/mL, IL-6: 5,68 pg/mL

Tratamiento

Si (7 dias)

Diagnostico

Hipoglucemia, infeccion por Escherichia coli, Hiperbilirrubinemia
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Neonato 5:
Antecedentes Madre: SGB+ (fiebre intraparto), APGAR: 9/10, rotura membranas: 7h
Procedencia Maternidad (22 horas de vida)

Motivo de ingreso

Glucemia = 23 mg/dL, mala tolerancia oral

Exploracion Buen estado general
Evolucion Flebitis en mano derecha, pico febril a las 36h, coagulopatia y trombopenia
Hemocultivo Escherichia coli (en hemocultivo y cultivo de pus de absceso)

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,02 mg/dL, PCT: 0,086 ng/mL, IL-6: 6,62 pg/mL

Tratamiento

Si (15 dias)

Hipoglucemia, sepsis por Escherichia coli, coagulopatia y trombopenia 2%,

Di ..
lagnostico absceso secundario en mano derecha
Neonato 6:
Antecedentes Madre: SGB no consta, Coombs indirecto positivo, APGAR: 9/9
Procedencia Maternidad (12 horas de vida)

Motivo de ingreso

Distrés respiratorio, quejido e isoinmunizacién

Exploracion Poca ventilacion (regular estado general), clinica de sepsis

Evolucion Distrés respiratorio pario. sospecha sepsis neonatal, shock 241 jctericia
Hemocultivo Negativo

Marcadores bioquimicos en SC ~ PCR: 0,03 mg/dL, PCT: 0,09 ng/mL, IL-6: 26,5 pg/mL

Tratamiento Si (10 dias)

Diagnostico

Madre con Coombs indirecto positivo, distrés respiratorio, Sepsis precoz
(germen desconocido), ictericia
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Neonato 7:
Antecedentes Madre: SGB+, APGAR: 7/9, rotura membranas: 7h
Procedencia Maternidad (12 horas)

Motivo de ingreso

Fiebre, quejido, leucopenia y acidosis mixta

Exploracion Mal estado general

Evolucion Posible sepsis, coagulopatia, leucopenia y neutropenia
Hemocultivo Negativo

Marcadores bioquimicos en SC ~ PCR: 0,03 mg/dL, PCT: 0,066 ng/mL, IL-6: 21,6 pg/mL
Tratamiento Si (14 dias)

Diagnéstico Sepsis clinica sin confirmacion bacteriolégica

Neonato 8:
Antecedentes Madre: SGB-, APGAR: 9/10, rotura membranas: 10h, fiebre materna postparto
Procedencia Maternidad (30 horas de vida)

Motivo de ingreso

Fiebre 38,3°C, sin otros sintomas, PCR = 11,9 mg/dL, anemia, trombopenia

Exploracion Clinica de sepsis (regular estado general)

Evolucion Favorable

Hemocultivo Negativo

Marcadores bioquimicos en SC PCR: 0,0 mg/dL, PCT: 0,067 ng/mL, IL-6: 3,42 pg/mL
Tratamiento Si

Diagnéstico Sepsis clinica sin confirmacién bacteriolégica
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Neonato 9:
Antecedentes Madre: SGB-, APGAR: 9/10, rotura membranas: Oh
Procedencia Quiréfano (2 horas de vida)

Motivo de ingreso

Bajo peso al nacer, malformaciones por Sindrome de Down

Exploracion Buen estado general
Evolucion Sepsis asintomatica, sindrome de Down, RN pretérmino (RNPT) pequefio
Hemocultivo Klebs pneumoniae

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,01 mg/dL, PCT: 0,036 ng/mL, IL-6: 9,29 pg/mL

Tratamiento

St

Diagnostico

Neonato 10:

Antecedentes

Sepsis por Klebsiella, asintomatica, sindrome de Down, RNPT pequeio

Madre: SGB no realizado, APGAR: 9/10, rotura membranas: 6h

Procedencia

Maternidad (3 dias de vida)

Motivo de ingreso

Sospecha de sepsis (ingreso en UCI a los 4 dias), ictericia precoz (<24h vida)

Exploracion Regular estado general
Evolucion Clinica de sepsis, hiperbilirrubinemia, sospecha de crisis neuroldgica
Hemocultivo Enterobacter spp

Marcadores bioquimicos en SC

PCR: 0,01 mg/dL, PCT: 0,041 ng/mL, IL-6: 1,5 pg/mL

Tratamiento

Si

Diagnéostico

Sepsis por Enterobacter spp., ictericia no inmune, depresion neurolégica,
anemia y coagulopatia secundaria
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Figura 8. Distribucion de los marcadores bioquimicos de sepsis (PCR, PCT
e IL-6) en sangre de cordon en los diferentes grupos de estudio, expresada en
escala logaritmica.
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Figura 9. Distribucion de los marcadores bioquimicos de sepsis (PCR, PCT
e IL-6) en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida en los diferentes
grupos de estudio, expresada en escala logaritmica.
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4.2. Estudio analitico basico

4.2.1. Comparacion de biomarcadores de las variables cuantitativas:

Los resultados de la prueba U de Mann-Whitney de las variables
cuantitativas entre los diferentes grupos de estudio se muestran a continuacién
en las siguientes tablas.

Tabla 31. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y

bioquimicos en sangre de cordén entre el Grupo 1 (Estudio en Maternidad, N=
184) y el Grupo 2 (Ingreso por sospecha de infeccion, N= 53).

99,11
2977 15857  -1,136 0,256
110,62
98,99
2958,5 158385 -1,191 0,234
111,06
99,87
3098,5 15978,5 -0,776 0,438
107,73
100,12
3139,5 16019,5 -0,654 0,513
106,75
116,51
4418 21438  -1,109 0,267
127,64
111,5
3496,5 20516,5 -3,137 0,002
145,03
105,53
2398 19418  -5,646 0,000
165,75

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutroéfilos totales.
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U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

Tabla 32. Prueba U de Mann-Whitney de los cocientes de los marcadores
bioquimicos en sangre del neonato y sangre de cordén entre el Grupo 1
(Estudio en Maternidad, N= 184) y el Grupo 2 (Ingreso por sospecha de
infeccion, N= 53).

21,8 86,2 26,3 110,8 14,6 68,6

43,4 93,7 38,4 177,1 42,4 240

55,15 86,37 104,81 144,9 116,81 105,85

638 2798 3905
5294 18551 5081
-4,082 -3,798 -1,022
0,000 0,000 0,307

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

Tabla 33. Comparacion de medias de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1 (Estudio en Maternidad, N= 184) y el Grupo 2 (Ingreso por sospecha
de infeccion, N= 53).

17,94 £5,17 16,65+5,59 10,90 +4,01 10,77 + 4,62

1,522 0,2

0,074 0,067
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Tabla 34. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1 (Estudio en Maternidad, N= 184) y el Grupo 2 (Ingreso por sospecha
de infeccion, N= 53).

4278,5 5604,5  -0,507 0,612

4218,5 55445  -0,653 0,514

1345 18365  -8,182 0,000

2393,5 18146,5 -4,797 0,000

2053,5 183435 -5,582 0,000

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
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Tabla 35. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre de cordén entre el Grupo 1 (Estudio en Maternidad, N=
184) y el Grupo 3 (Ingreso por otros motivos, N= 76).

109,06

3591 4917 -1,288 0,198
96,41
110,01

3438 4764 -1,691 0,091
93,41
107,75

3800 5126 -0,738 0,461
100,51
105,34

3974 16854  -0,279 0,780
108,08
130,13

6923,5 239435 -0,133 0,894
131,40
128,21

6570,5 23590,5 -0,438 0,661
132,71
120,02

5064 22084  -2,934 0,003
150,17

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
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Tabla 36. Prueba U de Mann-Whitney de los cocientes de los marcadores
bioquimicos en sangre del neonato y sangre de cordén entre el Grupo 1
(Estudio en Maternidad, N= 184) y el Grupo 3 (Ingreso por otros motivos, N=
76).

21,81 4,74 26,33 29,27 14,55 38,73

43,47 10,29 38,36 134,82 42,43 128,71

72,83 49,63 127,67 80,56 121,51 115,39

1120,5 2891 5038
1786,5 4431 6808
-3,238 -4,546 -0,59

0,001 0,000 0,555

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

Tabla 37. Comparacion de medias de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1 (Estudio en Maternidad, N= 184) y el Grupo 3 (Ingreso por otros
motivos, N= 76).

17,94 £5,17 14,86 £6,39 10,90 +4,01 9,22 +5,31

3,967 2,717

0,239 0,157
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Tabla 38. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1 (Estudio en Maternidad, N= 184) y el Grupo 3 (Ingreso por otros
motivos, N= 76).

5036,5

5500 8128 -1,63 0,103

5586,5 8436,5  -2540 0,011

29425  4595,5  -4729 0,000

5111,5 214015 -0,804 0,421

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

115



Biomarcadores de sepsis en sangre de cordon para el diagndstico de SNP

Tabla 39. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre de cordon entre el Grupo 1+2+3 (N= 313) el Grupo 4
(Neonatos prematuros, N= 238).

256,26
9296 23157  -9,653 0,000
139,5

253,83
8897 22100  -9,728 0,000
136,42

239,58
12502,5 25705,5 -6,705 0,000
158,68

217,79
17763 30804  -2,194 0,028
191,33

255,18
30730,5 798715 -3,665 0,000
303,38

273,78
34279 60385  -0,658 0,511
264,85

266,17
34351,5 82246,5 -0,234 0,815
269,33

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
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Tabla 40. Prueba U de Mann-Whitney de los cocientes de los marcadores

bioquimicos en sangre del neonato y sangre de cordén entre el Grupo 1+2+3
(N=313) y el Grupo 4 (Neonatos prematuros, N= 238).

28,88

3,83 41,63 34,54 28,56 18,03

57,68 16,57 104,03 114,76 119,86 87,95

169,03 109,8 207,8 152,97 195,88 166,2

4365,5 11187 13611
18226,5 27840 30082
-6,937 -5,005 -2,702
0,000 0,000 0,007

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

Tabla 41. Comparacion de medias de los marcadores hematolégicos y
bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1+2+3 (N= 313) y el Grupo 4 (Neonatos prematuros, N= 238).

16,97 £5,69 13,40+£6,14 10,47+4,51 7,41+4,04

6,878 8,074

0,632 0,33
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Tabla 42. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre de cordon entre el Grupo 1+2+3 (N= 313) el Grupo 4
(Neonatos prematuros, N= 238).

26903

33464 59115  -0,188 0,851

20359 48562  -9,969 0,000

19680,5 38208,5 -5,1 0,000

24037 41992  -2,217 0,027

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
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Tabla 43. Prueba U de Mann-Whitney de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre de cordon entre el Grupo 1+2+3 (N= 313) el Grupo 5
(Sepsis neonatal precoz, N= 10).

131,70
5825 610,5 -1,544 0,123
87,21
131,22
704 732 -0,925 0,355
104,57
131,08
739,5 767,5 -0,744 0,457
109,64
130,61
858,5 886,5 -0,138 0,891
126,64
160,61
1129,5 50270,5 -1,594 0,111
205,55
162,36
1133,5 11885  -1,459 0,145
118,85
159,03
1246,5 491415 -1,041 0,298
189,85

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
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Tabla 44. Prueba U de Mann-Whitney de los cocientes de los marcadores

bioquimicos en sangre del neonato y sangre de cordén entre el Grupo 1+2+3
(N=313) y el Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz, N= 10).

28,88

30,63 41,63 40,28 28,56 224,13

57,68 84,62 104,03 55,52 119,86 546,71

53,97 34,81 93,96 84,44 93,62 103,71

242,5 715 562
278.5 760 16852
-1,782 -0,517 -0,484
0,075 0,605 0,628

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
Tabla 45. Comparacion de medias de los marcadores hematolégicos y

bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1+2+3 (N= 313) y el Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz, N= 10).

16,97 £5,69 11,79+7,31 10,47 +4,51 6,82+4,33

2,804 2,526

0,147 0,810
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Tabla 46. Comparacion de medias de los marcadores hematologicos y
bioquimicos en sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida entre el
Grupo 1+2+3 (N= 313) y el Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz, N= 10).

Grupos Rango U W 7
estudio promedio

G123 15564

1458,5 1513,5 -0,149 0,882
G5 151,35

G1,2,3 154,15

1242 46092  -0,910 0,363
G5 180,30

G123 16247

1258,5 1313,5 -1,078 0,281
G5 131,35

G1,2,3 147,23

1067,5 1112,5 -0,826 0,409
G5 123,61

G123 147,12

612 42517  -1,785 0,074
G5 46,10

Cociente: Granulocitos inmaduros/ neutrofilos totales.
U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

4.2.2. Correlaciones bivariadas:

Se realizaron correlaciones entre los pardmetros hematolégicos y los
bioquimicos, en sangre de cordén y en sangre del neonato, como se muestran

en las siguientes tablas.

Ademads, se correlacionaron los marcadores de sepsis en sangre de cordon
con los factores relacionados con el neonato y los maternos considerados

como factores de riesgo.

Tabla 47. Matriz de correlaciones entre los parametros hematologicos y
bioquimicos en sangre de cordén de toda la poblacion de estudio.
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0,902 0,727%* 0,349%* 0,008 0,010 0,050
0,000 0,000 0,000 0,871 0,839 0,302
0,673%* 0,228%* -0,010 -0,019 0,072
0,000 0,000 0,841 0,707 0,143
0,846 0,015 0,001 0,057
0,000 0,755 0,986 0,248
0,035 0,007 0,062
0,472 0,893 0,206
0,134 0,139%*
0,002 0,001
0,147**
0,001

Rho: Coeficiente de correlacion Rho de Spearman; r: coeficiente de correlacion de Pearson, p: Significancia bilateral** (p<0,05).
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Tabla 48. Matriz de correlaciones entre los parametros hematolégicos y bioquimicos en el neonato en las primeras 24 h de vida.

0,899 0,674 0,341%* 0,035 0,095* -0,104*
0,000 0,000 0,000 0,426 0,042 0,025
0,467+ 0,097%* 0,115%* 0,178%** -0,021
0,000 0,025 0,008 0,000 0,655
0,854** -0,050 0,080 -0,042
0,000 0,247 0,086 0,369
-0,197** -0,146%* -0,167+*
0,000 0,002 0,000
0,512%%* 0,266**
0,000 0,000
0,383**
0,000
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Tabla 49. Matriz de correlaciones entre los parametros bioquimicos de sepsis en sangre del neonato en las primeras 24 horas de
vida (neo) y en sangre de cordén (SC).

0,512%* 0,266** 0,035 0,117** 0,152%*

0,000 0,000 0,415 0,006 0,000
484 485 559 547 542
0,383** -0,037 0,234 0,047
0,000 0,420 0,000 0,310
451 484 472 469
-0,181** 0,180%** 0,214**
0,000 0,000 0,000
485 477 475
0,134%* 0,139%*
0,002 0,001
549 544
0,147**
0,001
542

Rho: Coeficiente de correlacion Rho de Spearman.
p: Significancia bilateral* (p<0,05), ** (p<0,01).
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Tabla 50. Matriz de correlaciones entre marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordén y factores de riesgo infeccioso en
la poblacion total de estudio (N = 561).

Rho 0,134%* 0,139*% -0,096*  -0,096* -0,096* -0,041 -0,034 0,014 0,068 0,116%  _0219%**
p 0,002 0,001 0,021 0,024 0,028 0,355 0,420 0,741 0213 0,012 0,000
Rho 0,147% 0,023 0,053 0,055 0,063 0,164%%  -0,132%* 0,044 -0,117% -0,051
p 0,001 0,588 0,214 0,217 0,162 0,000 0,002 0,433 0,011 0,265
Rho -0,035 -0,005 0,106 0,159 20,096%  -0,129%%  0,185%* -0,034 -0,647%
p 0417 0,901 0,017 0,000 0,027 0,003 0,001 0,459 0,000
Rho 0,766%*  (,285%* 0,036 0,055 0,006 0414**  0,320%* 0,111%*
p 0,000 0,000 0,423 0,199 0,882 0,000 0,000 0,016
Rho 0,253 0,034 0,027 0,004 0,454%%  (,247%* 0,101
p 0,000 0,450 0,532 0,934 0,000 0,000 0,028
Rho 0,118 0,008 0,056 0,061 0,123 -0,004
p 0,008 0,862 0,206 0,285 0,010 0,939
Rho 0,042 0,005 0,099 0,079 -0,068
)4 0,355 0,913 0,085 0,101 0,163
Rho 0,699 -0,039 0,014 0,085
p 0,000 0,482 0,770 0.067
Rho 0,025 0,100%* 0,049
s 0,648 0,032 0,288
Rho 0,499 0,012
p 0,000 0,838
Rho 0,258
p 0,000

Rho: Coeficiente de correlacion Rho de Spearman. p: Significancia bilateral* (p<0,05), ** (p<0,01).
Cociente PCR/PCT/IL-6: cocientes entre los marcadores bioquimicos en sangre del neonato a las 24h de vida y sangre de corddn.
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A continuacién, se muestran la correlaciéon de los marcadores bioquimicos

de sepsis en sangre del neonato con sus correspondientes en sangre de cordon.

Grupo 1: Estudio en Maternidad

Figura 10. Graficas de nube de puntos entre los marcadores bioquimicos en
sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida y en sangre de cordon en el
Grupo 1, expresadas en escala logaritmica.
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Grupo 2: Ingreso por sospecha de infeccion

Figura 11. Graficas de nube de puntos entre los marcadores bioquimicos en
sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida y en sangre de cordén en el
Grupo 2.
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Grupo 3: Ingreso por otros motivos

Figura 12. Graficas de nube de puntos entre los marcadores bioquimicos en
sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida y en sangre de cordon en el
Grupo 3.
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Grupo 4: Neonatos prematuros

Figura 13. Graficas de nube de puntos entre los marcadores bioquimicos en
sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida y en sangre de cordon en el

Grupo 4.
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Grupo 5: Sepsis neonatal precoz

Figura 14. Graficas de nube de puntos entre marcadores bioquimicos en
sangre del neonato en las primeras 24 horas de vida y en sangre de cordon en el
Grupo 5.
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4.2.3. Influencia de los factores de riesgo infeccioso sobre los

marcadores de sepsis:

Se realiz6 un andlisis univariante para estudiar la influencia de los factores
de riesgo sobre los marcadores bioquimicos de sepsis en cada uno de los

grupos de estudio, como se observa en las siguientes tablas.
1- Influencia de la Rotura de Membranas materna:

Tabla 51. Influencia de la Rotura de membranas materna (horas) sobre los
marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordén en los cinco grupos de
estudio, mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Grupo 1 (Estudio en Maternidad):

PCR PCT IL-6

Rotrade 15 1324 >4 <12 1224 >24 <12 1224 >24
membranas

N 125 26 20 125 26 20 125 26 20

Media + SD 0,0347 £ 0,243 0,131 £ 0,427 ng/mL 17,159 + 95,377

mg/dL pg/mL
Rango o0 o) 8485 8225 8449 9027 89.88 80.55 10342 97.4
promedio
Chi- 0,187 0,432 5,833
cuadrado
gl* 2 2 2
p 0911 0.806 0,054

gl*: grados de libertad.

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado entre el Grupo 1 y el Grupo 2 de todos

los subgrupos de la variable rotura de membranas, se obtuvieron los valores:

Chi-cuadrado de Pearson = 0,945
p= 0,623
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Grupo 2 (Ingreso por sospecha de infeccion):

32

0,1119 £ 0,379 758,78 + 1465,6
mg/dL 0,621 £ 2,895 ng/mL pe/mL

24,69 2593 19,56 21,47 25,57 32,775 23,28 20,57 29,88

1,156 4,443 1,995
2 2 2
0,561 0,108 0,369

gl*: grados de libertad.

Grupo 3 (Ingreso por otros motivos):

52

0,0691 + 0,289 0,646 + 4,467 ng/mL 280,62 + 1033,06
mg/dL pg/mL

31,46 30,06 38,25 31,88 21,25 33 29 28,94 43,75

0,375 2,598 1,476
2 2 2
0,829 0,273 0,478

gl*: grados de libertad.
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Grupo 4 (Neonatos prematuros):

164 18 29 157 18 28 156 17 27

0,0326 £ 0,111 85,33 529,21
me/dL 0,127 + 0,320 ng/mL De/mL

108,4 89,1 103,1 101,2 110,1 101,1 954 110,7 123,6

1,764 0,377 6,065
2 2 2
0,414 0,828 0,048

gl*: grados de libertad.

Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz):

14,351 £16,51
pg/mL

0,025 £ 0,021 mg/dL. 0,080 + 0,043 ng/mL

4,57 9 4 4,43 8 6 5,14 5 4

2,479 1,638 0,152
2 2 2
0,289 0,441 0,927

gl*: grados de libertad.
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Tabla 52. Influencia de la Rotura de membranas materna (horas) sobre los
marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordon en la poblacion total del
estudio, mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

PCR PCT IL-6

Roturade 15 1324 524 <12 1224 >24 <12 1224 >24
membranas

N 380 60 60 371 60 59 368 59 58
Media + SD 0,0456 + 0,223 0,245 + 1,898 152,43 £ 714,37
mg/dL ng/mL pg/mL
Rango
promedio 253,9 236,7 2429 240,7 253,2 268,0 230,9 264,4 297.,8
Chi- 0,998 2,105 12,973
cuadrado
gl* 2 2 2
p 0,607 0,349 0,002

gl*: grados de libertad.

En resumen, la rotura de membranas materna anterior al parto influye de
manera significativa en la IL-6 en la poblacién total de estudio, y en este
mismo marcador en el grupo de neonatos pretérmino cuando se estudian los

grupos de estudio por separado.
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2- Influencia del SGB materno:

Tabla 53. Influencia del SGB materno (positivo o negativo) sobre los
marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordon en los cinco grupos de
estudio, mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

Grupo 1 (Estudio en Maternidad):

PCR PCT IL-6
SGB materno SGB- SGB+ SGB- SGB+ SGB- SGB+
N 107 62 107 62 107 62
0,0347 +£0,243 0,131+ 0,427 17,159 + 95,38
Media + SD mg/dL ng/mL pg/mL
Rango promedio 86,32 82,73 81,4 91,22 87,84 80,1
U de Mann-
Whitney 3176 2931 3013
W de Wilcoxon 5129 8709 4966
Z -0,492 -1,258 -0,996
p 0,623 0,209 0,319

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado entre el Grupo 1y el Grupo 2 de todos

los subgrupos de la variable SGB materno, se obtuvieron los valores:

Chi-cuadrado de Pearson = 0,483

p= 0,487
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Grupo 2 (Ingreso por sospecha de infeccion):

35 16 35 16 35 16

0,1119 £0,379 0,621+ 2,895 758,78 + 1465,6
mg/dL ng/mL pg/mL

28,13 21,34 28,17 21,25 29,91 17,44

205,5 204 143
341,5 340 279
-1,628 -1,543 -2,782
0,104 0,123 0,005

Grupo 3 (Ingreso por otros motivos):

49 15 48 14 46 14

0,0691 £ 0,289 0,646 + 4,467 280,62 +1033,1
mg/dL ng/mL pg/mL

32,47 32,6 31,46 31,64 29,58 33,54

366 334 279,5

1591 1510 1360,5
-0,025 -0,034 -0,743
0,980 0,973 0,458
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Grupo 4 (Neonatos prematuros):

111 19 106 18 103 19

0,0326 £0,111 0,127 £ 0,320 85,33 £529,21
mg/dL ng/mL pg/mL

63,10 79,50 62,72 61,22 61,83 59,68

788.5 931 944
7004,5 1102 1134
-1,795 -0,163 -0,244
0,073 0,870 0,807

Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz):

0,025 £ 0,080 + 0,043 14,351 £16,51

0,021mg/dL ng/mL pg/mL
3 4,5 4 2,5 2,5 5,5
2 2 0
12 5 10
-0,926 -0,926 -1,852
0,355 0,355 0,064
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Tabla 54. Influencia del SGB materno (positivo o negativo) sobre los
marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordon en la poblacion total del
estudio, mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

PCR PCT IL-6
SGB materno SGB- SGB+ SGB- SGB+ SGB- SGB+
N 306 114 306 114 306 114
. 0,069 + 0,289 0,646 + 4,467 280,6 + 1033,1
Media + SD mg/dL ng/mL pg/mL
Rango promedio 213,5 202,45 206,08 207,63 2122 184,5
U de Mann-
Whitney 16524,5 16674 14405
W de Wilcoxon 23079,5 61824 20846
Z -0,868 -0,117 -2,125
p 0,386 0,907 0,034

En resumen, el test de SGB materno realizado las semanas previas al parto

se asocia a diferencias significativas en los valores de IL-6 en la poblacion

total y en el grupo de neonatos con sospecha de infeccion, cuando se evaldan

los grupos de estudio por separado.
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3- Influencia de la Temperatura materna intraparto:

Tabla 55. Influencia de la temperatura materna intraparto (°C) sobre los
marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordon en los cinco grupos de
estudio, mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

Grupo 1 (Estudio en Maternidad):

PCR PCT IL-6
T? madre (°C) <37,5 >37,5 <37,5 >37.,5 <37,5 >37.5
N 156 15 156 15 156 15
. 0,0347 £ 0,243 0,131 +£0,427 17,159 + 95,38
Media + SD mg/dL ng/mL pg/mL
Rango promedio 86,88 76,9 84,99 96,53 84,91 97,37
U de Mann-
Wiy 1033,5 1012 999,5
W de Wilcoxon 1153,5 13258 13245,5
Z -0,794 -0,863 -0,934
p 0,427 0,388 0,350

Al realizar la prueba de Chi-cuadrado entre el Grupo 1 y el Grupo 2 de todos

los subgrupos de la variable Temperatura materna intraparto, se obtuvieron los

valores:

Chi-cuadrado de Pearson = 17,309

p= 0,000
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Grupo 2 (Ingreso por sospecha de infeccion):

34 16 34 16 34 16

0,1119 = 0,621 + 2,895 758,8 £
0,379 mg/dL ng/mL 1465,6 pg/mL

25,71 25,06 23,16 30,47 22,62 31,63

265 192,5 174
401 787,5 769
-0,154 -1,654 -2,039
0,878 0,098 0,041

Grupo 3 (Ingreso por otros motivos):

62 5

60 5 58

0,0691 £ 0,289 0,646 + 4,467 280,6
mg/dL ng/mL 1033,1 pg/mL

34,38 29,3 32,38 40,4 31,38 42,2

131,5 113 94
146,5 1943 1805
-0,599 -0,911 -1,297
0,549 0,362 0,195
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Grupo 4 (Neonatos prematuros):

213 8 213 8 213 8

0,0326 + 0,111 0,127 + 0,320 85,33 £ 529,21
mg/dL ng/mL pg/mL

110,52 123,81 106,25 113,71 105,41 91,17

749,5 667 526
23540,5 21782 547

-0,591 -0,316 -0,569

0,555 0,752 0,569

Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz):

6 3 6 3 6 3

0,025 £ 0,021 0,080 + 0,043 14,351 £ 16,51
mg/dL ng/mL pg/mL

5,08 4,83 4,33 6,33 5,83 3,33

8,5 5 4

14,5 26 10
-0,13 -1,033 -1,291
0,896 0,302 0,197
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Tabla 56. Influencia de la temperatura materna intraparto (°C) sobre los
marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordon en la poblacion total del

estudio, mediante la prueba de U de Mann-Whitney.

PCR PCT IL-6
T? madre (°C) <37.,5 >37.,5 <37,5 >37,5 <37,5 >37,5
N 471 47 461 46 457 45
. 0,0326 +0,111 0,127 £ 0,320 85,33 £529,21
Media £ SD mg/mL ng/mL pg/mL
Rango promedio 260,82 246,29 248,55 308,58 246,12 306,17
U de Mann-
Whimney 10447,5 8092,5 7822,5
W de Wilcoxon 11575,5 114583,5 112475,5
Z -0,659 -2,65 -2,653
p 0,510 0,008 0,008

En resumen, la temperatura materna intraparto al parto influye de manera
significativa en la IL-6 y en la PCT en la poblacion total de estudio, y
unicamente en la IL-6 en el grupo de neonatos con sospecha de infeccion

cuando se estudian los grupos de estudio por separado.

142



1V. Resultados

Figura 15. Distribuciéon de los marcadores bioquimicos de sepsis (PCR, PCT e
IL-6) en sangre de cord6n en funcion de la temperatura materna intraparto por

grupos de estudio.
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Grupo 3: Ingreso por otros motivos
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Grupo 5: Sepsis neonatal precoz
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4- Influencia de la anestesia utilizada en el parto:

Tabla 57. Influencia de la anestesia utilizada en el parto sobre los marcadores
bioquimicos de sepsis en sangre de cordén en los cinco grupos de estudio,
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, (Ep: epidural, Raq: raquidea, Otr/N:
otras/ninguna).

Grupo 1 (Estudio en Maternidad):

131 16 37 131 16 37 131 16 37

0,0347 £ 0,243 17,159 + 95,38
mg/dL 0,131+ 0,427 ng/mL pg/mL

9191 9894 918 974 89,7 764 95 63,6 96,1

0,29 4,561 5,212
2 2 2
0,865 0,102 0,074

gl*: grados de libertad.
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Grupo 2 (Ingreso por sospecha de infeccion):

45 2 45 2 6

0,1119 +0,379 758,8 + 1465,6
mg/dL 0,621 + 2,895 ng/mL pe/mL

28,13 30,25 17,42 27,6 32,75 20,58 28 40,5 15

3,016 1,382 5,341
2 2 2
0,221 0,501 0,069

gl*: grados de libertad.

Grupo 3 (Ingreso por otros motivos):

41 11 24 40 10 24 40 10 22

0,0691 + 0,289 280,6 + 1033,1
mg/dL 0,646 = 4,467 ng/mL pg/mL

39,23 54 30,15 35,55 4525 37,52 35,03 37 38,85

10,325 1,628 0,507
2 2 2
0,006 0,443 0,776

gl*: grados de libertad.
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Grupo 4 (Neonatos prematuros):

121 80 37 118 73 37 114 75 36

0,0326 +0,111 85,33 £529,21
mg/dL 0,127 £ 0,320 ng/mL pg/mL

1279 117,5 96,54 1189 109,5 110,3 110,6 115,1 116,4

6,254 1,094 0,338
2 2 2
0,044 0,579 0,845

gl*: grados de libertad.

Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz):

7 1 2

14,351 £ 16,51
0,025 £ 0,021 mg/dL 0,080 £ 0,043 ng/mL

pg/mL
5,93 3,5 5 6,29 1 5 5,43 7 5
0,643 2,735 0,304
2 2 2
0,725 0,255 0,859

gl*: grados de libertad.
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Tabla 58. Influencia de la anestesia utilizada en el parto sobre los marcadores
bioquimicos de sepsis en sangre de cordén en la poblacién total del estudio,
mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

PCR PCT IL-6
Tipo
anestesia Ep Raq Ow/N Ep Raq Ot/N Ep Raq Otr/N
N 345 110 106 341 102 106 337 104 103

14,351 £ 16,51
Media £ SD 0,025 + 0,021 mg/dL 0,080 + 0,043 ng/mL ’ ’

pg/mL
Rango
sromedio | 2871 3064 2349 2857 2654 2497 2759 2659 2679
Chi-
Cuadrlado 12,704 4,634 0,423
gl* 2 2 2
D 0,002 0,099 0,809

gl*: grados de libertad.

En resumen, el tipo de anestesia utilizada en el parto influye de manera
significativa en la PCR en la poblacién total de estudio, y en este mismo
marcador en el grupo de neonatos que ingresaron en la Unidad de
Neonatologia por otros motivos al de sospecha de infeccion y en el grupo de

neonatos prematuros, cuando se estudian los grupos de estudio por separado.
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5- Influencia del APGAR 1:

Tabla 59. Influencia del APGAR 1 sobre los marcadores bioquimicos de sepsis
en sangre de cordon en los cinco grupos de estudio, mediante la prueba U de
Mann-Whitney.

Grupo 3 (Ingreso por otros motivos):

4

70 4 68 4 66

40,88 37,31 43,50 36,09 38,50 35,32

126,5 108 120
2611,5 2454 2331

0,349 0,688 0,304
0,726 0,491 0.761

Grupo 4 (Neonatos prematuros):

2

2

35 119,21 173 112,97 219,5 111,03

67 105 6

70 25305 24537
-1,776 -1,293 -2,369
0,076 0,196 0,018
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Grupo 5 (Sepsis neonatal precoz):

Tabla 60. Influencia del APGAR 1 sobre los marcadores bioquimicos de sepsis
en sangre de cordon en la poblacion total del estudio, mediante la prueba U de

Mann-Whitney.

544 7 544

544

7 7

240,07 276,46 338,79 269,09 368,21 266,16

1652,5 1380,5 1139,5
1680,5 143158,5 140267,5
-0,624 1,176 -1,741
0,532 0,239 0,082

En resumen, el test APGAR realizado en el primer minuto de vida del recién
nacido influye de manera significativa en la IL-6 en el grupo de neonatos
prematuros cuando se estudian los grupos de estudio por separado, no

observandose diferencias en los demas casos.
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6- Influencia del APGAR 5:

Tabla 61. Influencia del APGAR 5 sobre los marcadores bioquimicos de sepsis
en sangre de cordon en los cinco grupos de estudio, mediante la prueba U de
Mann-Whitney.

Grupo 3 (Ingreso por otros motivos):

En este caso, no se observa influencia del test APGAR realizado a los cinco
minutos de vida del recién nacido ni en la poblacién en general, ni en ninguno

de los grupos de estudio.
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4.2.5. Estudio analitico de los resultados del Septifast:

Las técnicas de biologia molecular se realizaron en muestras de sangre de
cordon en determinados neonatos, exceptuando en el Grupo 1, como ya

comentamos al comienzo de este capitulo.

Tanto la positividad de los resultados obtenidos en cada grupo de estudio,
como la coincidencia de éstos con los resultados microbiolégicos hallados

mediante hemocultivo, se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 62. Positividad de los resultados del Sepfifast, clasificada por grupos de
estudio, expresado en porcentaje del total de cada grupo.

Septifast positivo Porcentaje (%)
Grupo 2 (N = 50) 30
Grupo 3 (N =58) 10,3
Grupo 4 (N =78) 12,8
Grupo 5 (N =10) 40

Tabla 63. Tabla de contingencia de los resultados del Sepfifast y de los
hemocultivos, clasificada por grupos de estudio (N, nimero de casos y %,
porcentaje de los resultados del Septifast).
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A continuacidn, los resultados de estas técnicas de cada uno de los grupos se

muestran en las siguientes tablas.

Tabla 64. Resultados del estudio del Septifast en el Grupo 2 (Ingreso por
sospecha de infeccion): estudio descriptivo y relacion entre los marcadores
bioquimicos de sepsis en sangre de cordon y el Septifast, aplicando la prueba U
de Mann-Whitney.

64,2
1,9
1.9
1.9
3,8
3,8
3,8
3,8
1.9
5,7
1,9
100

oY)
~

=W = N NN DN = = =

N
=)

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
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Tabla 65. Resultados del estudio del Sepfifast en el Grupo 3 (Ingreso por otros
motivos): Estudio descriptivo y relaciéon entre los marcadores bioquimicos de
sepsis en sangre de cordon y Sepftifast, aplicando la prueba U de Mann-Whitney.

163 1438

50 27,22 1,440

8 36,19 130,5 1306,5 0,150
50 26,45 1275

8 34,57 115 1243 0,202

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

Tabla 66. Resultados del estudio del Septifast en el Grupo 4 (Neonatos
prematuros): Estudio descriptivo y relacion entre los biomarcadores de sepsis
en sangre de cordon y el Septifast, aplicando la prueba U de Mann-Whitney.
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337,5 4155

66 38,88

-0,342
12 36,50 360 438 0,732
66 36,78 1114
12 44,42 301 2317 0,265

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.

Tabla 67. Resultados del estudio del Sepftifast en el Grupo 5 (Sepsis neonatal
precoz): Estudio descriptivo y relacion entre los biomarcadores de sepsis en
sangre de cordoén y el Septifast, aplicando la prueba U de Mann-Whitney.

U: U de Mann-Whitney, W: W de Wilcoxon.
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4.2.5. Evolucion de los outliers de los marcadores de sepsis:

A continuacidn, se ha realizado un estudio descriptivo de los casos de los
valores mds elevados de los marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de
cordodn (outliers), utilizando para ello puntos de corte establecidos a partir del

percentil 90 de la poblacion total de estudio.

Los puntos de corte de los marcadores de sepsis en sangre de cordon a partir

de los cuales se realiz6 este estudio fueron los siguientes:

- PCR (p90) = 0,05 mg/dL
- PCT (p90) = 0,175 ng/mL
- IL-6 (p90) = 71,3 pg/mL

Por lo tanto, en las siguientes tablas se detallan los valores medios (minimo
y maximo) de estos marcadores, los resultados de los hemocultivos y de las
técnicas de biologia molecular, ademds de los principales factores de riesgo

infeccioso, clasificados por grupos de estudio.

Tabla 68. Descriptivo de los outliers de los marcadores de sepsis por grupos de
estudio.

Grupo 1: Estudio en Maternidad (N=1)

En el Grupo sélo se encontré un paciente con valores de los marcadores
bioquimicos de sepsis elevados por encima del percentil 90, cuyos valores en

sangre de cordon fueron:

PCR = 0,0 mg/dL
PCT =0,114 ng/mL
IL-6 = 1267 pg/mL

Puesto que en este grupo no se realizaron hemocultivo ni técnicas de

biologia molecular no se tienen datos de este neonato.

Ademds, este sujeto no tenia antecedentes de rotura prematura de

membranas, fiebre materna intraparto o test de SGB materno positivo.
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Grupo 2: Ingreso por sospecha de infeccion (N= 8)

Media Desviacion E.T.dela Minimo Maximo
estandar media

PCR 0,655 0,817 0,289 0,10 2,64
mg/dL
PCT
ng/mL 3,366 7,214 2,551 0,199 21,16
IL-6

2283,36 2010,37 710,77 148,80 5000
pg/mL

En este grupo se obtuvo 8 hemocultivos negativos, de los cuales 3 pacientes
dieron resultados positivos en las técnicas de Septifast (Streptococcus
pneumoniae y Escherichia coli). Ademdas, una de las madres tuvo SGB
positivo durante el embarazo, una de ellas con rotura de membranas mayor a

24 horas, y tres de ellas con fiebre intraparto superior a 37,6°C.

Grupo 3: Ingreso por otros motivos (N= 2)

En este grupo, las concentraciones de los marcadores bioquimicos obtenidas

en sangre de cordon de estos dos neonatos fueron las siguientes:

PCR = 0,61 y 0,80 mg/dL
PCT = 1,14 y 38,52 ng/mL
IL-6 = 5000 pg/mL (en los dos casos).

Los hemocultivos fueron negativos en los dos casos, pero uno de ellos dio
positivo a Enterococcus spp. en las técnicas de Septifast. De los factores de
riesgo, solo es destacable una madre con rotura de membranas superior a 24

horas.
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Grupo 4: Neonatos prematuros (N=2)

En este grupo, las concentraciones de los marcadores bioquimicos obtenidas

en sangre de cordon de estos dos neonatos fueron las siguientes:

PCR =0,20 y 0,51 mg/dL
PCT = 1,89 y 4,46 ng/mL
IL-6 = 3379 y 5000 pg/mL

En este grupo los dos hemocultivos fueron negativos, pero la sangre de
cordon de uno de estos recién nacidos dio positivo en las técnicas de Septifast
a Staphilococcus spp. S6lo una de las madres tuvo SGB positivo durante el

embarazo y rotura de membranas superior a 24 horas.

Grupo 5: Sepsis neonatal precoz.

En este grupo no se encontraron outliers.
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4.3. Analisis multivariante

4.3.1. Regresion lineal maltiple:

A continuacidn, se ha realizado un andlisis multivariante de los principales
factores de riesgo previamente estudiados (rotura de membranas, resultado del
test del SGB, temperatura materna intraparto, edad de gestacién y puntuacién
APGAR a un minuto de vida del neonato) y la influencia que éstos ejercen en
conjunto sobre los marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de corddn,
tanto en la poblacion en general como en los diferentes grupos de estudio,

descrito en las siguientes tablas.

Las variables que no aparecen en las tablas no influyen de ninguna forma en

los marcadores bioquimicos de sepsis.

Poblacion total de estudio:

Tabla 69. Regresion lineal miltiple de los principales factores de riesgo sobre
la PCT en sangre de cordon en la poblacion total de estudio.

Coeficientes
Modelo Coeficientes no  Coeficientes
estandarizados  estandarizados t p
B Error tipico Beta
1 (Constante) -0,103 0,204 -0,507 0,612
D (271 0,133 0,092 2031 0,043
membranas

(Método: pasos sucesivos)
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-0,0316

-0,687

0,0606 1,329 0,185 0,060 0,987
0,0071 0,158 0,875 0,007 0,999
0,0581 1,284 0,199 0,058 0,999

Tabla 70. Regresion lineal miltiple de los principales factores de riesgo sobre
la IL-6 en sangre de cordén en la poblacion total de estudio.

1 (Constante)  -9458,81 2269,56 -4,168 0,000

- 262,2 61,823 0,191 4,241 0,000

(Método: pasos sucesivos)
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Tanto en el Grupo 1 (Estudio en Maternidad) como en el Grupo 5 (Sepsis
neonatal precoz) no se encontrd una relacion significativa de los marcadores
bioquimicos de sepsis respecto a la influencia de los principales factores de
riesgo infeccioso.

A continuacidn, en las siguientes tablas se detallan los grupos restantes.

Grupo 2: Ingreso por sospecha de infeccion:

Tabla 71. Regresion lineal miltiple de los principales factores de riesgo sobre
la IL-6 en sangre de cordén en el Grupo 2.

I (Constante) -31803 10737,3 22,962 0,005

880,241 289,479 0,417 3,041 0,004

(Método: pasos sucesivos)

-0,627

0,534 -0,095 0,885

-0,080 -0,574 0,569 -0,087 0,993

-0,029 -0,210 0,835 -0,032 0,999
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Grupo 3: Ingreso por otros motivos:

Tabla 72. Regresion lineal miltiple de los principales factores de riesgo sobre
la PCT en sangre de cordén en el Grupo 3.

1 (Constante) -5,283 1,550 -3,407 0,001

- 5,037 1,197 0,487 4,209 0,000

(Método: pasos sucesivos)
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Grupo 4: Neonatos prematuros:

Tabla 73. Regresion lineal miltiple de los principales factores de riesgo sobre
la PCT en sangre de cordén en el Grupo 4.

1  (Constante) 1,275 0,476 2,675 0,008
-0,033 0,014 -0,168 -2,398 0,017
1  (Constante) 1,036 0,487 2,127 0,035
-0,029 0,014 -0,146 -2,085 0,038
0,069 0,034 0,143 2,043 0,042

(Método: pasos sucesivos)
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Tabla 74. Regresion lineal multiple de los principales factores de riesgo sobre
la IL-6 en sangre de cordon en el Grupo 4.

1  (Constante) 2221,45 785,5 2,828 0,005

- -1068,95 394,25 -0,190 -2,711 0,007

(Método: pasos sucesivos)
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4.3.2. Regresion logistica:

Por ultimo, para estudiar la probabilidad o riesgo de presentar un valor
analitico considerado de riesgo, se ha realizado un andlisis de regresion
logistica, tomando como referencia la Odds Ratio ajustada, con un intervalo
de confianza del 95%.

Este andlisis se realiz6 en el grupo de sospecha de infeccion, con los valores
de los marcadores de sepsis ya considerados anteriormente por otros autores
(71,78): PCR= 0,1 mg/dL, PCT= 0,5 ng/mL y IL-6= 250 pg/mL.

Tabla 75. Constantes y variables de la ecuacion (paso 0) de la regresion

logistica aplicada al Grupo 2 o de sospecha de infeccion, utilizando los puntos
de corte descritos en la bibliografia (N= 53).

Paso 0: Constantes

B E.T. Wald gl )/ Exp (B)
Inferior Superior Inferior Superior Inferior Superior
-2,222 0,145 236,103 1 0,000 0,108

B: beta, E.T.: Error tipico, gl: grados de libertad, Exp (B): exponente.

Paso 0: Variables que no estdn en la ecuacion

Variables Puntuacién gl P
PCR 18,370 1 0,000
PCT 5,753 1 0,016
IL-6 75,673 1 0,000

Global 81,230 3 0,000
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Tabla 76. Variables de la ecuacion, modelos y matriz de correlaciones de la
regresion logistica aplicada al Grupo 2 o de sospecha de infeccién (paso 1),
utilizando los puntos de corte descritos en la bibliografia (N= 53).

Paso 1: Pruebas omnibus sobre los coeficientes del modelo

Paso 1: Resumen de los modelos

1 297,642 0,087 0,184

Paso 1: Variables en la ecuacion

1 5,091 1,415 18,312
-1,905 1,008 3,571 1 0,059 0,149 0,021 1,073

1

1

2,870 0,455 39,770 0,000 17,644 7,231 43,057
-5,237 0,785 44,545 0,000 0,005

B: beta, E.T.: Error tipico, gl: grados de libertad, Exp (B): exponente.

Paso 1: Matriz de correlaciones

-0,138 -0,513 -0,202
-0,611 0,056
-0,398
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4.4. Curvas ROC

En la evaluaciéon de la utilidad clinica de los marcadores bioquimicos de
sepsis en sangre de cordén se decidid, en un primer paso, realizar un estudio
del grupo de neonatos con sospecha de infecciéon (Grupo 2), tomando como
referencia el Grupo 1 o de estudio en Maternidad. Para ello, se emplearon las
curvas ROC, estudiando la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo para cada marcador, asi como el drea bajo la curva y los

valores de likelihood ratio positivo y negativo.
- Grupo 2: Sospecha de infeccion

Figura 16. Cuarvas ROC de los marcadores bioquimicos de sepsis en sangre
de cordon por separado y en conjunto en el Grupo 2 respecto al Grupo 1.
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Tabla 77. Puntos de corte y valores de area bajo la curva (AUC), Sensibilidad
(S), Especificidad (E), Valor Predictivo Negativo (VPN) y Positivo (VPP) de los
marcadores bioquimicos de sepsis en pacientes del Grupo 2 con sospecha de
infeccion, respecto al Grupo 1 de estudio en Maternidad.

Cut-off AUC* S% E% VPP% VPN%
PCR 0,1 mg/dL 0,547 15,9 98,91 80 80,2
PCT  0,136ng/mL 0,641 37,74 89,67 51,3 83,3
IL-6 22 12pgmL 0,754 58,49 92,39 68,9 88,5

*Diferencias de las AUC entre los marcadores bioquimicos de sepsis:
- PCR-PCT: p = 0,127
- PCT- IL-6: p = 0,020
- IL-6-PCR: p < 0,001

Tabla 78. Valores de Likelihood ratios Positivo (LR+) y Negativo (LR-) de los
marcadores bioquimicos de sepsis del Grupo 2 con sospecha de infeccion.

LR+ IC 95% LR- IC 95%
PCR 13,89 (7,3-26,3) 0,86 (0,2-3,4)
PCT 3,65 (2,6-5,2) 0,69 0,4-1,1)
IL-6 7,69 (6,1-9,7) 0,45 (0,2-0,8)
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En un segundo paso, se realizaron estas mismas pruebas en el grupo de
neonatos que desarrollaron sepsis neonatal precoz (Grupo 5), respecto al resto
de la poblacién de estudio (Grupos 1, 2, 3 y 4). Para ello, se emplearon las
curvas ROC, estudiando la sensibilidad, especificidad, valor predictivo
positivo y negativo para cada marcador, asi como el drea bajo la curva y los

valores de likelihood ratio positivo y negativo.

Figura 17: Curvas ROC de los marcadores bioquimicos de sepsis en sangre
de cordon por separado y en conjunto en el Grupo 5 de estudio.

- Grupo 5: Sepsis neonatal precoz
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Tabla 79. Puntos de corte y valores de area bajo la curva (AUC), Sensibilidad
(S), Especificidad (E), Valor Predictivo Negativo (VPN) y Positivo (VPP) de los
marcadores bioquimicos de sepsis en pacientes del Grupo 5 con sepsis neonatal
precoz, respecto al resto de la poblacion de estudio.

Cut-off AUC* S% E% VPP% VPN%
PCR  >00lmg/dL 0,603 60 49,73 2,1 98,6
PCT 0,067 ng/mL 0,627 60 72,54 3,9 99,0
IL-6  >557 pgmL 0,591 80 53,75 3,1 99,3

*Diferencias de las AUC entre los marcadores bioquimicos de sepsis:
- PCR-PCT: p = 0,899
- PCT- IL-6: p = 0,799
- [L-6-PCR: p = 0,828

Tabla 80. Valores de likelihood ratios Positivo (LR+) y Negativo (LR-) de los
marcadores bioquimicos de sepsis del Grupo 5 con sepsis neonatal precoz.

LR+ IC 95% LR- IC 95%
PCR 1,19 (0,7-2,0) 0,80 (0,4-1,7)
PCT 2,19 (1,3-3,6) 0,55 (0,3-1,2)
IL-6 1,73 (1,3-2,4) 0,37 (0,1-1,3)
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V. DISCUSION

En el presente trabajo se pretende evaluar la utilidad de los principales
biomarcadores de sepsis en una poblacién de recién nacidos ingresados en la
Unidad de Neonatologia y/o de Maternidad por diversos motivos, entre los
que destaca por su importancia el grupo con sospecha de infeccion y el grupo

con sepsis con o sin confirmacion bacterioldgica.

Como ya se ha comentado previamente en la introduccion, en la sepsis del
periodo neonatal pueden diferenciarse dos grandes cuadros. El que nos ocupa
en este trabajo corresponde al de sepsis neonatal precoz, por lo tanto, los casos
de neonatos con sepsis neonatal nosocomial o de origen comunitario, es decir,
no adquiridas a través del canal del parto, no fueron incluidas en este estudio
y, por ello, las referencias a sepsis que se van a comentar a continuacion

corresponden a la sepsis neonatal precoz.

En este estudio se ha realizado la determinacién de los marcadores de sepsis
en sangre de cordon, ya que en los protocolos de las unidades de Neonatologia
se evalua al recién nacido con sospecha de sepsis en funcidn, principalmente,
de la clinica observada en el neonato y, ademads, en funcién de los pardmetros
hematoldgicos y bioquimicos (PCR) en sangre neonatal en las primeras 24
horas de vida después del nacimiento. Respecto a los pardmetros bioquimicos,
en una reciente monografia (88), la Sociedad Americana de Pediatria ya no
incluye el uso de estos pardmetros (PCR o PCT) para la evaluacion de sepsis
neonatal precoz, utilizando unicamente el resultado microbiolégico del
hemocultivo al nacimiento y el recuento leucocitario y plaquetar; por lo que
consideramos oportuno los objetivos de este estudio, cuya finalidad es
anticiparse a un diagnéstico rapido para la consecuente instauracion del

tratamiento antibidtico adecuado.

En primer lugar, la poblacion de estudio estuvo formada por recién nacidos
en nuestro hospital con unas caracteristicas ya definidas, de ahi la decision de
realizar una clasificacion en cinco grupos, no incluyendo aquellos neonatos

que no correspondian a ninguno de estos grupos.
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La obtencién de esta poblacion ha seguido el mismo procedimiento en todos
los casos y, por tanto, a pesar de que el denominado Grupo 1, o grupo de
recién nacidos a término con estudio en la Unidad de Maternidad, no se
consideraban sanos en su totalidad, fue considerado como el grupo de
referencia. Se ha establecido asi debido a que este grupo, a pesar de su paso
por esta unidad y una peticiéon analitica urgente de hemograma y PCR,
present6 buen estado general segun el criterio del equipo médico y, ademas, se
obtuvieron unos resultados analiticos que confirmaban este estado, en
comparacion con el resto de grupos incluidos en este estudio, por lo que no

precisaron de ingreso hospitalario.

Por otro lado, los recién nacidos prematuros o a término no incluidos en el
primer grupo fueron ingresados en la Seccién de Neonatologia de nuestro
hospital por diferentes motivos. De acuerdo a los objetivos principales de este
estudio, el Grupo 2 o grupo de neonatos con sospecha de infeccién con
factores de riesgo infeccioso, se considerd un grupo de gran importancia por
sus caracteristicas especiales, que fueron establecidas segin el criterio médico
pedidtrico. A este grupo de pacientes se le administré el correcto tratamiento

antibidtico a su ingreso en Neonatologia.

Por altimo, el Grupo 5 o neonatos que desarrollaron sepsis neonatal precoz
finalmente consistié en un grupo con un nimero muy reducido, Unicamente
con diez pacientes, constituyendo de igual forma uno de los grupos clave de

nuestro estudio.

La implantacién de los programas de prevencion e instauracion de profilaxis
antibidtica en mujeres embarazadas con factores de riesgo infeccioso puede
ser causa de la baja incidencia de sepsis neonatal precoz hallada en nuestro

estudio, en comparacion con otros trabajos (21).

El escaso nimero de pacientes incluidos en este dltimo grupo probablemente
ha podido influir en los resultados obtenidos, particularmente en los valores de
los marcadores bioquimicos de sepsis y en las curvas ROC obtenidas,
convirtiéndose en una de las principales limitaciones del estudio. Es por este

motivo, por el que se decidio realizar un estudio descriptivo de cada paciente

178



V. Discusion

de este grupo, detallando las caracteristicas de los factores de riesgo
infeccioso, anamnesis, motivo de ingreso y diagndstico principal, ademas de
los valores de los marcadores de sepsis obtenidos en sangre de cordon, asi

como el resultado del hemocultivo en cada caso.

Esta clasificacion corresponde con la de otros autores, cuyos trabajos
establecen varios grupos de estudio de acuerdo a criterios clinicos, bioldgicos
y bacterioldgicos. Un ejemplo de ésto se refleja en la clasificacion de Joram y
cols. (71), cuyos grupos fueron definidos como recién nacidos infectados (con
hemocultivo positivo), recién nacidos colonizados (cuyos cultivos de muestras
gastricas fueron positivas, pero sin signos clinicos o bacteriologicos de
sepsis), recién nacidos no infectados/no colonizados, y un grupo de recién
nacidos sin factores de riesgo infeccioso asociados, considerado como el

grupo control.

Otros trabajos (89), simplemente clasifican su poblaciéon de estudio en dos
grupos, donde estudian la sangre de cordén de recién nacidos en funcién de la

presencia o ausencia de factores de riesgo infeccioso.

Una clasificacion mds proxima a la nuestra seria la realizada por Cancelier y
cols. (90), donde se estudian dos grupos; uno, donde se incluyen neonatos con
sepsis confirmada bacterioldgicamente y neonatos con alta probabilidad de
sepsis por factores de riesgo de infeccion asociados, y un segundo grupo
considerado como grupo control, o neonatos con factores de riesgo de

infeccion, pero sin desarrollar sepsis neonatal.

Ademads, en nuestra poblacion también se incluy6 un grupo de neonatos que
ingreso en la Seccion de Neonatologia de nuestro hospital por otros motivos,
algunos de los cuales fueron taquipnea transitoria, hipoglucemia, asfixia

perinatal, cardiopatias, etc.

Se ha considerado éste un grupo de estudio con suficiente importancia para
la inclusion en este trabajo, ya que el comportamiento de los marcadores
bioquimicos de sepsis en estas patologias todavia no ha sido ampliamente
estudiado. Si bien es cierto, existen algunos estudios que valoran otros

pardmetros (como pueden ser los antropométricos) para predecir diversas
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enfermedades neonatales, encontrdndose la sepsis neonatal entre una de ellas
91).

Por dltimo, se decidi6 estudiar un grupo de neonatos prematuros como grupo
independiente, al considerarse la prematuridad un factor de riesgo infeccioso
por si mismo, puesto que la inmadurez del sistema inmune de estos nifios los
hace mads susceptibles a contraer infecciones, ademds de padecer otras

patologias, como bien ya han apuntado recientemente varios autores (92).

Una vez establecida la clasificacion de los pacientes en los diferentes
grupos, es importante comentar la metodologia y procedimientos seguidos en

este estudio.

La determinacion de los pardmetros hematologicos y bioquimicos en las
muestras obtenidas de los pacientes se realizé mediante métodos y técnicas
analiticas en analizadores, cumpliendo la correcta normativa de calidad
establecida en analisis clinicos. Concretamente, las técnicas de los marcadores
bioquimicos de sepsis (PCR, PCT e IL-6) no superaron coeficientes de
variacion interensayo del 8,7%, empleando muestras humanas y controles
segin un protocolo interno para la determinacion de la reproducibilidad o
precision, como ya estd establecido por la casa comercial Roche

Diagnostics®.

En cuanto a la recogida de muestras, no hubo inconvenientes respecto a la
sangre de corddn, puesto que las muestras procedian del paritorio o quiréfano
y se procesaban en el laboratorio de Banco de sangre, ubicado en el Servicio
de Hematologia. Sin embargo, respecto a la sangre del neonato, uno de los
principales problemas metodologicos que se encontrd en la realizacion de las
mediciones de los pardmetros de estudio fue la cantidad de muestra de la que
se disponia, puesto que las muestras obtenidas no fueron expresamente
extraidas. En su lugar, se recogi6 la sangre y el suero residual de las muestras
de los pacientes a los que se habia solicitado analitica de sospecha de
infeccion (hemograma y PCR), sin invadir en ningin momento la integridad

del recién nacido.
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La eleccién de emplear nuevas técnicas de biologia molecular en este trabajo
estuvo motivada principalmente por la novedad que suponia la aplicacion de
éstas en la préictica clinica, y a la no determinacién previa de muestras de
sangre de cordon, ya que Unicamente existen hasta el momento estudios en

sangre total (81;93), como bien comentaremos méas adelante.

En cuanto al estudio descriptivo de nuestra poblacién, el sexo de mayor
frecuencia de desarrollar sepsis neonatal precoz de los recién nacidos
estudiados fue el masculino; ya que, como es sabido, los neonatos de este sexo
tienen un riesgo de 2 a 6 veces mayor que el sexo femenino, encontrandose
que hasta el 58,9% de las infecciones ocurren en pacientes de sexo masculino
(94).

Respecto a los resultados del test de Estreptococo del grupo B realizado a las
madres en las ultimas semanas de embarazo, en la poblacion total del estudio
éstos fueron mayoritariamente negativos, aunque hay que destacar la
positividad del 30% en el grupo de sospecha de infeccidn, resultados que
coinciden con otros estudios (11), donde los autores establecen este
microorganismo como uno de los principales factores de riesgo infeccioso en
la sepsis neonatal precoz, a pesar de los programas de prevencion ya
instaurados en el ambito obstétrico (48). El resto de grupos de estudio no

llegaron al 20% de frecuencia de este resultado positivo.

Del mismo modo, en este grupo de sospecha de infeccién también se
registraron resultados de temperatura materna intraparto superiores a 37,5°C
en el 30% de los casos, en contraposicion al resto de grupos donde sélo se
obtuvieron porcentajes del 6% en el caso del grupo de ingreso en
Neonatologia por otros motivos o Grupo 3. Esto también ha sido ampliamente
estudiado por otros autores (46), que aseguran que la fiebre materna intraparto

esta fuertemente asociada a la sepsis neonatal precoz.

La rotura prematura de membranas superior a 12 horas, otro de los
principales factores de riesgo infeccioso ya descrito en nuestro trabajo, no
supuso el mayor porcentaje en nuestra poblacion, pero si en un nudmero

suficientemente elevado en algunos grupos como comentaremos mas adelante.
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En todos los grupos, el tipo de anestesia empleada mayoritariamente en el
parto fue la epidural, oscilando desde un 50 a un 84% en los grupos de
estudio, lo que nos va a llevar a estudiar la influencia de este tipo de anestesia
(47) en los marcadores bioquimicos en el diagndstico de la sepsis neonatal

precoz, como ya se ha mencionado anteriormente en la introduccion.

A continuacion, comentaremos los valores de los pardmetros hematologicos
obtenidos en el estudio descriptivo en los diferentes grupos de estudio, tanto

en sangre de cordon como en sangre del neonato.

Las concentraciones de estos pardmetros fueron ligeramente elevadas en la
sangre del recién nacido respecto a las de la sangre de cordén. En concreto,
los valores mds elevados del recuento de leucocitos, neutréfilos totales y
granulocitos inmaduros en la evaluacion de cada uno de los grupos de nuestra
poblacién, se encontraron en muestras de sangre de cordon en el grupo de
neonatos que ingresaron por sospecha de infeccion, ademds de los neonatos
pertenecientes al grupo de estudio en Maternidad. Esta heterogeneidad de
resultados coincide en cierto modo con otros estudios (77), que evalian estos
pardmetros en muestras de sangre de cordon en diferentes grupos, entre los
cuales los valores hematolégicos mds elevados proceden del grupo de
neonatos con enfermedades no infecciosas, seguido por el grupo con sepsis
neonatal precoz, a pesar de las limitaciones respecto al nimero de pacientes

incluidos en su estudio.

Hace décadas estas conclusiones ya fueron extraidas de diferentes estudios,
entre los cuales Rodwell y cols. (95) formularon un sistema de puntuacién
para los parametros hematolégicos; el que, aunque posteriormente se ha ido
desarrollando, segin estos autores no posee ningin valor en la identificacién

del recién nacido infectado.

Recientemente, en un estudio realizado por Beeram y cols. (96), se
evaluaron los pardmetros hematolégicos en sangre de cordon ademds de
hemocultivos realizados en este tipo de muestra, en comparacién con estos

mismos en sangre neonatal para el cribado de SGB. Se observaron diferencias
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estadisticas del recuento de la serie blanca en sangre de cordén, donde se
encontraron valores mds elevados, respecto a los hallados en sangre del recién

nacido.

Por otro lado, los valores de los marcadores bioquimicos hallados en el
estudio fueron los esperados por nuestro equipo de trabajo, ya que se
obtuvieron concentraciones similares de PCR, PCT e IL-6 en el grupo de
estudio en Maternidad y en el grupo de neonatos prematuros, tanto en sangre

de cordén como en la del recién nacido a las 24 horas de vida.

En concreto, los valores de las medianas de IL-6 resultaron mas elevados en
primer lugar, en el grupo de sospecha de infeccion (38,02 pg/mL), seguido por
el grupo de sepsis neonatal precoz (6,96 pg/mL) y, en menor medida, por el
grupo de ingreso por otras causas (5,82 pg/mL) y el grupo de neonatos
prematuros (5,26 pg/mL); ocupando el dltimo puesto el grupo de estudio en
Maternidad (3,86 pg/mL).

Ademads, en el grupo de sospecha de infeccion se encontraron diferencias
respecto al grupo de neonatos de estudio en Maternidad, siendo la media
alcanzada de IL-6 en sangre de cordén en este grupo de 750 pg/mL, con
valores maximos en algunos casos de 5000 pg/mL (Iimite superior del rango
de medida de la técnica). En cambio, los valores medios del grupo de sepsis
neonatal precoz confirmada no alcanzaron concentraciones de 15 pg/mL de

este marcador.

Respecto a esto, en el estudio de Cancelier y cols. (90), las determinaciones
obtenidas de IL-6 en sangre de cordon alcanzaron valores de 180 pg/mL en
pacientes con sepsis neonatal precoz, frente a valores de 50 pg/mL del grupo
control, que consistia en neonatos sin sepsis neonatal pero con factores de
riesgo infeccioso, similar a nuestro grupo de estudio en Maternidad o Grupo 1.
Por lo que, aunque las concentraciones no son similares, si se observa una
tendencia en el comportamiento de este marcador bioquimico en sangre de

cordoén en los pacientes de nuestro estudio.
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Otro de los estudios de la determinacién de los marcadores en sangre de
cordén (77), reporta valores medios de PCR de 0,26 mg/dL en un grupo de
estudio de neonatos con sepsis neonatal precoz, resultado que no coincide con
este trabajo, ya que sus concentraciones medias mds elevadas se encontraron
en el grupo de neonatos con sospecha de infeccion; en cambio, en nuestro
grupo de estudio con sepsis estos valores alcanzados eran similares a los

obtenidos en el grupo control y en el grupo de neonatos prematuros.

Y, por dltimo, en el grupo de neonatos con sospecha de infeccidén se
encontraron los valores de mediana mas elevados de los tres marcadores
bioquimicos de sepsis en sangre determinados en las primeras veinticuatro
horas de vida del recién nacido, concretamente la IL-6 (87,33 pg/mL); seguido
por el grupo de neonatos que desarrollaron sepsis neonatal precoz, a pesar de
la limitacioén del nimero de pacientes (con valores de IL-6 de 63,74 pg/mL).
Este hecho coincide con la tendencia que siguen estos marcadores

bioquimicos en sangre de cordon, ya mencionada anteriormente.

Los resultados microbioldgicos de los hemocultivos, en los casos de sepsis
neonatal precoz confirmada, coinciden de alguna forma con la literatura
descrita, ya que como se muestra en algunos estudios los patégenos mas

comunes incluyen Escherichia coli o Staphilococcus spp. (18).

En nuestro estudio, en el grupo de sepsis neonatal precoz de diez pacientes
incluidos, en siete de ellos se obtuvo hemocultivo positivo; pero hay que
subrayar el hecho de que en tres recién nacidos no se consigui6 aislar ningin
microorganismo, pero si fueron diagnosticados como sepsis neonatal precoz
sin confirmacion bacteriolégica por el equipo médico del hospital, debido a la

clinica de sepsis que presentaban.

También es cierto que algunos bacilos gramnegativos, como Enterobacter
cloacae o Klebsiella pneumoniae, resultaron ser causantes del 40% de las
sepsis neonatales precoces de nuestro quinto grupo, hallazgo que se apoya en
que, debido a los protocolos de prevencion basados en la profilaxis antibidtica
anteparto contra el SGB, se ha disminuido la importancia de este

microorganismo como principal agente etioldgico de la sepsis neonatal
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precoz, siendo reemplazado en frecuencia por otros bacilos gramnegativos y
volviendo asi a ocupar estos tltimos los primeros lugares de esta clasificacion,

como ya ocurria en décadas anteriores (17).

Aunque por otro lado, en un reciente estudio (97) realizado por Weston y
cols., en el que se realizé una estimacion de la mortalidad por sepsis neonatal
precoz en Estados Unidos en la era de la prevencion de SGB, se llegé a la
conclusion de que, a pesar de la fuerte puesta en marcha a nivel internacional
de las guias de prevencion de SGB (98), este microorganismo sigue siendo el
principal causante de la sepsis neonatal precoz, seguido muy de cerca por

Escherichia coli.

Si bien es cierto, se ha reducido notablemente la invasién de este agente
causal en los ultimos afios en relacion a la sepsis neonatal precoz (99), aunque

hay que continuar estudiando los casos de neonatos prematuros.

Como ya hemos comentado, existen varios factores de riesgo infeccioso
asociados tanto al neonato como a la madre, que pueden tener mayor o menor
influencia en los marcadores de sepsis en el estudio de la sepsis neonatal

precoz.

Entre ellos, es conocida la relacion que existe entre los altos ratios de
mortalidad y morbilidad en neonatos prematuros y la rotura prematura de
membranas, como factor predisponente a las infecciones neonatales precoces
(100). Si bien es cierto, los avances en las terapias de prevencion antenatales
han prolongado el periodo de rotura prematura de membranas en el parto de

estas pacientes, reduciendo asi la posibilidad de infeccion neonatal (101).

En nuestro trabajo, la rotura de membranas superior a 12 horas result6 ser un
factor de riesgo con una relacién significativa con la IL-6 y con la PCT en
sangre de corddn, concretamente en el grupo de neonatos prematuros y en la

poblacién total de estudio.

Diversos autores han estudiado la relacion de la PCT en sangre materna en
diferentes grupos de pacientes en presencia de rotura prematura de

membranas, rotura de membranas, mujeres sanas con gestacion pretérmino y
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mujeres sanas; ademds de los valores de PCR y recuento leucocitario,
obteniéndose resultados no satisfactorios, es decir, no encontrandose
diferencias significativas en ninguno de los grupos, a pesar de que las
concentraciones de estos pardmetros fueron elevadas en todos los grupos de

este estudio (102).

Por el contrario, trabajos mds recientes a este ultimo, relacionan las
concentraciones de citoquinas en sangre de cordon y en sangre materna de
pacientes que sufrieron rotura prematura prolongada de membranas (65). En
este caso, se observan resultados satisfactorios en contraposicién al estudio
anteriormente citado, en cuanto a los niveles de IL-6 maternos entre los dos
grupos de estudio en presencia o ausencia de este factor de riesgo infeccioso,
pero no se encontraron diferencias significativas en cuanto a los niveles
hallados en sangre de cordén. En cambio, en estudios similares (103), se
encontraron niveles elevados de IL-6 en sangre de cordén en neonatos
prematuros con rotura prematura de membranas previa, y su asociacién con un
incremento en el riesgo neonatal de padecer patologias como el SIRS,
enterocolitis necrotizante y leucomalacia periventricular; resultando ser la IL-

6 un factor de riesgo independiente en esta dltima patologia.

Esto coincide en cierta forma con los resultados obtenidos en nuestro estudio
donde, ademads de los niveles significativos de IL-6 en el grupo de prematuros,
también se encontraron valores de PCT superiores en el grupo de neonatos
que ingresaron en la Seccion de Neonatologia por otros motivos, aunque
ciertamente ninguno de los motivos de ingreso fueron similares a los citados

por Goepfert y cols. (103).

Otro de los factores de riesgo que se han estudiado en este trabajo es la ya
ampliamente estudiada fiebre materna intraparto, y su relacién con la sepsis
neonatal precoz. En nuestro trabajo, se decidié coger como punto de corte una
temperatura de 37,5°C, puesto que existen trabajos donde establecen fiebre
materna intraparto en 38°C (104;105), y otros en 37,5°C como factor de riesgo
6,5 veces superior de desarrollar sepsis neonatal precoz relacionada con el

microorganismo SGB comparado con mujeres sin este factor de riesgo (48), o
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en el reciente estudio de la evaluacién de la anestesia epidural como factor
independiente en la fiebre neonatal (106); por lo que finalmente se establecid
la temperatura mds baja para incluir a mujeres que también tuvieron febricula

durante el parto.

En la actualidad, los neonatélogos emplean factores maternos intraparto de
riesgo como fiebre, rotura prolongada de membranas y corioamnionitis, para
determinar si los neonatos asintomdticos con posterior sepsis neonatal precoz
reciben una correcta evaluacion después del parto. Sin embargo, mientras que
los factores de riesgo pueden causar infeccion materna afectando asi al
neonato, existen estudios que indican que muchos de los casos de fiebre
materna intraparto en mujeres con embarazos a término, en realidad pueden
ser consecuencia de la analgesia epidural (46), como ya indicamos

anteriormente en la introduccion.

En el trabajo de Mathai y cols. (105), se encontr6 que tanto la fiebre
intraparto materna, como la rotura prematura de membranas y el trabajo
prolongado durante el parto, se asociaron significativamente con valores de
PCR en sangre de cordon superiores a 6 mg/dL. Estos resultados no coinciden
con los de este trabajo, ya que en el nuestro, de los marcadores bioquimicos de
sepsis, unicamente la PCT y la IL-6 se asociaron a los diferentes factores de

riesgo infeccioso, como ya hemos comentado.

En otro trabajo, un estudio observacional realizado por Chen y cols. (47), en
una serie de recién nacidos con sepsis neonatal precoz, casi el 60% de los
pacientes fueron asintomdticos en el momento del parto, pero mas tarde
desarrollaron sepsis neonatal precoz; registraindose en los resultados que dos
tercios de éstos fueron evaluados debido a factores de riesgo intraparto, pero
un tercio de esta poblacion total sélo fue estudiada cuando la clinica era
sugestiva de infeccion después del parto. A pesar de las limitaciones del
estudio, de la ya conocida asociacion entre la fiebre intraparto con el uso de la
anestesia epidural en embarazos a término, y de la menor especificidad de este
tipo de anestesia como factor de riesgo, estos autores concluyen que si se

hubiese ignorado la fiebre intraparto, alrededor de un cuarto de los neonatos a

187



Biomarcadores de sepsis en sangre de cordon para el diagnostico de SNP

término asintomdticos con sepsis neonatal precoz no se hubiesen sometido a

una evaluacion de sepsis inmediatamente después del parto.

En un trabajo mas reciente (89), diversos autores estudian los valores de
referencia de nuevos marcadores de sepsis (Pro-amedulina, Pro-endotelina y
Péptido natriurético pro-atrial), ademds de la ya conocida PCT en sangre de
corddn, determinados en una poblacion de neonatos que presentaba factores
de riesgo infeccioso en comparacion con neonatos a término sin factores de

riesgo asociados.

Entre estos factores se encontraron tales como un resultado positivo del test
de SGB materno, rotura prematura de membranas y fiebre materna intraparto.
Respecto a este dltimo factor de riesgo, se obtuvieron valores medios de PCT
de 0,15 ng/mL en sangre de cordén, concentraciones ligeramente inferiores a
la media obtenida en nuestro trabajo (0,245 ng/mL) en la poblacién total del
estudio, donde se encontraron diferencias significativas en este pardmetro
respecto a la fiebre intraparto. Este hallazgo de valores mds elevados en
nuestra poblacion, en comparacion con este ultimo estudio de Miguel y cols.
(89), puede ser debido a un mayor nimero de recién nacidos incluidos en
nuestro trabajo, ya que encontramos 47 casos de madres con fiebre materna
intraparto, mientras que tan solo fueron cinco los casos con este factor de

riesgo los que se registraron en el citado estudio.

En cuanto a la positividad del test de SGB que se realiza a las madres en las
ultimas semanas de embarazo, ya hemos comentado que se ha considerado
como un factor de riesgo menor, ya que suponemos que en todos estos casos
de resultados positivos, se administrd tratamiento antibidtico profilactico,
aunque desconocemos el cumplimiento total del tratamiento en estas
pacientes. Ademds, se ha visto una correlacion entre el resultado positivo de
SGB en las madres de los recién nacidos del Grupo 2 o aquellos ingresados en

Neonatologia por sospecha de infeccién con la IL-6 en sangre de cordén.

Y por ultimo, la prematuridad, considerada como un factor de riesgo
infeccioso por si mismo, ha sido estudiada en este trabajo de forma especial,

ya que se ha considerado que los neonatos prematuros incluidos en la
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poblacién total debian evaluarse los niveles de los marcadores de sepsis en

sangre de cordon de forma independiente al resto de los pacientes.

En este grupo se encontraron diferencias significativas, ademds de una
correlacion positiva, entre la edad de gestacion y los cocientes establecidos
entre los marcadores bioquimicos en sangre de cordon y en sangre del neonato

a las 24 horas de vida.

Esto quiere decir que, cuanto més prematuro era el neonato, los niveles de
los marcadores de sepsis en sangre de cordon eran més bajos, hecho que se
puede explicar por la inmadurez del sistema inmunitario de estos recién

nacidos.

Para neonatos prematuros, Dollner y cols. (107) encontraron un valor
diagnostico significativo para la IL-6 en muestras de sangre de cordon
recogidas inmediatamente después del nacimiento, a pesar de que el nimero
de pacientes incluidos en el estudio era limitado. En un estudio similar,
cuando la recogida de la muestra tenia lugar en las primeras 48 horas de vida
del neonato, los resultados fueron mas inspiradores con un mayor tamafio

muestral (108).

Ademas, se ha visto que la presencia de los diferentes factores de riesgo
infeccioso, tanto maternos como los relacionados con el neonato, esta
implicada en los incrementos de las concentraciones de este marcador en
sangre de cordén (109). En concreto, los niveles de IL-6 estian correlacionados
negativamente con la edad gestacional, y la cinética de esta citoquina durante
las primeras 48 horas de vida después del parto es diferente entre neonatos
sanos y prematuros (110), no encontrandose relacién alguna entre el tipo de
parto en las concentraciones de sangre neonatal y las obtenidas en sangre de
cordén (111).

Por otro lado, la indetectable respuesta de la IL-6 en muestras de sangre de
cordon en neonatos infectados del estudio de Dollner y cols. (107) fue
considerado como consecuencia de la diferencia en el tiempo de infeccion de

los prematuros, ya que el neonato a término puede ser expuesto al

189



Biomarcadores de sepsis en sangre de cordon para el diagnostico de SNP

microorganismo causante de la infecciéon posiblemente durante el paso del

canal del parto.

Estos resultados no resultan contradictorios con las investigaciones de Tasci
y cols. (112), en las que los recién nacidos a término eran expuestos a un
entorno extramembrana durante relativamente mucho tiempo en el estudio de
la IL-6 en sangre de cordon en la prediccion de corioamnionitis histologica,
funisitis e infeccion neonatal. La diferencia entre los experimentos llevados a
cabo en muestras de sangre de cordon y sangre del neonato al nacimiento

pudo ser debida, probablemente, a la cinética de la propia molécula.

Otros estudios han demostrado que el tiempo de recogida de la muestra es
un factor importante en la deteccion de altos niveles de IL-6 en plasma en

recién nacidos con sepsis neonatal precoz (113).

Lamentablemente, como ya hemos comentado anteriormente, tanto los
estudios realizados tanto por Santana y cols. (77) como por Dollner y cols.
(107) fueron limitados por el escaso numero de individuos incluidos en ellos,
por lo que no se puede asegurar que los buenos resultados no estuviesen
influenciados de alguna forma. Otros autores sugieren que la asociacion entre
los niveles de la IL-6 en sangre de cordon y la PCR a las 24 horas de vida del
neonato podria excluir la infeccion neonatal bacteriana (114), pero no se ha

encontrado esta combinacion para la sepsis neonatal precoz en la bibliografia.

Muchos otros factores fisiologicos y patoldgicos, como la asfixia perinatal,
el sindrome de aspiracién meconial, incluso el momento del parto en si
mismo, como posibles fuentes de inflamacion, pueden aumentar los niveles de

IL-6 en plasma umbilical en ausencia de infeccion neonatal (115).

Respecto a este interrogante, los resultados de nuestro estudio coinciden con
los de estos autores, ya que los niveles de los tres marcadores bioquimicos en
sangre de cordon se encontraron aumentados, no siendo los mas elevados de
los grupos de estudio, y ademads se hallaron dos pacientes con valores muy
elevados (outliers), cuyo descriptivo ya se ha comentado en el capitulo de

resultados.
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Esta caracteristica parece ser responsable del bajo valor predictivo positivo
de la IL-6, en concreto cuando se determina en sangre de cordén en el
momento del parto. En cambio, cuando se evalda en pacientes con factores de
riesgo clinicos, como prematuridad y rotura prematura de membranas, se ha
visto que su utilidad podria ser mejorada (108), como podemos observar del
mismo modo en los resultados obtenidos en nuestro estudio, donde los valores
de los marcadores de sepsis se encuentran significativamente aumentados en

presencia de estos factores de riesgo infeccioso.

En cuanto al estudio de las técnicas de biologia molecular en muestras de
sangre de cordon, éstas se realizaron para evaluar muestras como son las de
sangre de cordon umbilical, en las que hasta ahora no se han realizado
estudios como el que estamos tratando; ademds de comparar los resultados
obtenidos respecto a los hemocultivos, y relacionarlos con los factores de

riesgo presentes en los neonatos de la poblacion.

Como se ha mencionado en el capitulo de sujetos y método, estas técnicas
no se realizaron en el grupo de estudio en Maternidad ya que, puesto que estos
recién nacidos no ingresaron en Neonatologia, no se realiz6 hemocultivo a
ninguno de ellos y, por tanto, tan solo se determinaron las concentraciones de
los marcadores bioquimicos en la sangre de cordon de aquellos neonatos
seleccionados aleatoriamente, que finalmente iban a constituir este primer
grupo.

En primer lugar, es importante comentar que hasta la fecha existen algunos
trabajos (83), donde se ha estudiado esta técnica como futura herramienta en
el diagndstico de la sepsis, teniendo como principal ventaja una ripida
identificacion del microorganismo y la consecuente instauracion de un

tratamiento antibidtico precoz.

Son muchos los estudios realizados en pacientes adultos en las unidades de
cuidados intensivos (116) o en pacientes onco-hematoldgicos (117), pero en
menor medida son los enfocados al periodo neonatal. Ademads, todos éstos han
sido determinados en muestras de sangre total de los pacientes para su

posterior comparacién con los resultados microbioldgicos del hemocultivo.
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En nuestro caso, hemos querido realizar estas técnicas en muestras de sangre
de cordén umbilical puesto que nuestro trabajo estd enfocado a la evaluacién

de diferentes marcadores de sepsis en este tipo de muestra bioldgica.

En el anélisis descriptivo de la poblacion total y la realizada en los diferentes
grupos de estudio, hemos observado que en el grupo con sospecha de
infeccion las técnicas de Septifast identificaron varios microorganismos que
posteriormente no se aislaron en el hemocultivo. Como ya hemos visto, este
grupo de neonatos fue clasificado asi por su ingreso en la Seccion de
Neonatologia al poseer uno o mas factores de riesgo infeccioso. Ademas, los
valores de los marcadores bioquimicos de sepsis en este grupo han resultado

ser de los mds elevados respecto al resto de la poblacion.

Algunos de los resultados positivos de estas técnicas de biologia molecular
en muestras de sangre de cordéon que hemos podido encontrar es todavia un
tanto incierto, y la influencia del tratamiento antibitico suministrado a las
pacientes con factores de riesgo infeccioso asociados al embarazo, como
presencia de SGB, rotura de membranas o incluso la presencia de alta
temperatura durante el parto, creemos que puede ser un condicionante en la

deteccion de microorganismos.

No obstante, como ocurre en el caso de los hemocultivos, es importante el
momento de obtencion de la muestra, ya que de ello depende que mas tarde
crezca el microorganismo responsable de la infeccion en los medios de cultivo
habituales o, por el contrario, no se pueda proceder a su aislamiento. No es
exactamente el mismo caso pero, partiendo de la hipétesis de que el agente
causal de la infeccion se transmite verticalmente a través del canal del parto
de la madre al recién nacido en la sepsis neonatal precoz, se puede pensar que
el momento de la toma de la sangre de cordén umbilical para la determinacién

de grupo sanguineo también puede influir en los resultados.

Es por esto por lo que algunos de los resultados positivos hallados en los
diferentes grupos, incluso los posibles microorganismos grampositivos y
gramnegativos, denominados asi por el software utilizado en los experimentos

por su cardcter contaminante, no resultan extrafios a la hora de analizar los
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datos. En cambio, si que resultan destacables algunos pacientes con
hemocultivo negativo y técnicas de biologia molecular positivas, ademds de
altos niveles de marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de corddn,

aunque no de forma significativa.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo resultan optimistas, ya que se
detectd desde un 10% y 12% respectivamente, en los grupos de ingreso por
otros motivos y en los neonatos prematuros, hasta un 30% en el grupo de
sospecha de infeccién, y un 50% en el grupo de sepsis neonatal precoz,
teniendo en cuenta un probable grampositivo. Por otro lado, es importante
subrayar que 40 de las muestras de sangre de cordon procesadas de la
poblacion total de estudio tuvieron resultados positivos, siendo un 5% de
éstos, pacientes con hemocultivo positivo y un 95% con hemocultivo
negativo; por lo que aqui se plantea un interrogante para futuros estudios,
puesto que estas técnicas de biologia molecular podrian estar prediciendo
algin acontecimiento que, posteriormente, no se ha detectado en el

hemocultivo pero el paciente si ha tenido clinica o sintomas de sepsis.

En este aspecto, algunos autores (118) han realizado estudios comparando
los resultados microbioldgicos de los hemocultivos con los obtenidos
mediante técnicas de biologia molecular en sangre del paciente, siendo
algunos de estos estudios muy satisfactorios. En este estudio, mediante la
realizacion de un algoritmo basado en el resultado microscépico del
hemocultivo, se llegé a la deteccién correcta mediante el uso del Septifast de

un 98,3% de los microorganismos hallados en estos cultivos.

Por ltimo, lo mas destacable en estudios mas recientes (82), ademas de la
coincidencia de los resultados de las técnicas convencionales y las de biologia
molecular y la rapida deteccion de los microorganismos, es la reduccion
considerable en el flujo de trabajo al sustituir la extraccion manual del DNA
bacteriano por una automatizada, del mismo modo que hemos realizado en

este trabajo.

Como ya hemos ido comentado a lo largo de todo el trabajo, la IL-6 es una

citoquina pleiotropica con diferentes funciones inmunoldgicas, que incluyen
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la induccién de otros reactantes de fase aguda y todas ellas juegan un
importante papel en la respuesta a la infeccion en el tejido danado. Ademads, es
sabido que el papel que desempeia esta citoquina en el recién nacido,
particularmente durante las primeras veinticuatro horas de vida, todavia no

esta bien definido.

Los resultados hallados en nuestro estudio respecto a la influencia de los
diferentes factores de riesgo ya descritos sobre los marcadores bioquimicos de
sepsis, nos sefialan que los marcadores sobre los que mds influencia ejercieron

estas variables fueron la PCT y la IL-6.

Asi mismo, hemos podido observar que los niveles de IL-6 en sangre de
cordon pueden estar relacionados con diferentes condiciones en el periodo
neonatal, tanto infecciosas como no infecciosas, del mismo modo que ya

afirmaron Santana y cols. (77) en su estudio.

Hace ya dos décadas, varios autores (119;120) encontraban una produccion
disminuida de IL-6 en el neonato, probablemente debida a su condicion de
prematuridad. En esa misma década de los 90, tanto Miller y cols. (121) como
Smulian y cols. (122) hallaron altos niveles de IL-6 en sangre de cordén en
recién nacidos con infeccién en comparacién con neonatos con patologias no
infecciosas. Por otro lado, Lehrnbecher y cols. (123), también vieron altas
concentraciones de IL-6 en sangre de cordon y sangre del neonato en las
primeras veinticuatro horas de vida en recién nacidos con infeccion. De la
misma manera, en el estudio de Messer y cols. (124) se hallaron altos niveles
de esta citoquina en las primeras doce horas de vida de neonatos infectados

que posteriormente desarrollaron sepsis.

Con todo esto lo que queremos sefialar es que nuestros resultados coinciden
con los de estos autores ya mencionados, ya que hemos visto como la IL-6
estd elevada en sangre de corddn, sobre todo en el grupo de sospecha de
infeccion; pero ademds, aunque en menor medida, en el grupo de ingreso en
Neonatologia por otros motivos. Como ya hemos visto, en el grupo de sepsis

neonatal precoz, los valores de los marcadores bioquimicos de sepsis
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encontrados en sangre de cordén no resultaron ser tan elevados como en el

resto de grupos.

El modelo logistico de regresion puede utilizarse para determinar intervalos
de confianza de la Odds Ratio (OR) o también llamado oportunidad relativa.
Es el cociente entre la oportunidad o aparicion de un suceso en individuos
expuestos a un factor de riesgo frente a la oportunidad o aparicion de ese
suceso en individuos controles o0 no expuestos a ese factor de riesgo. Valores
de OR superiores a 1 es la mayor oportunidad de aparicion del evento en los
sujetos expuestos en los controles, o que se ha localizado un factor de riesgo.
Por el contrario, valores de OR inferiores a 1 es la menor oportunidad de

aparicion del evento en sujetos no expuestos que en los controles.

A la hora de evaluar los factores de riesgo de las diferentes variables
estudiadas, los pardmetros en los que hay prestar mayor atencién son la
significacion del coeficiente del modelo (basada en el estadistico Wald) y el
exponente (Exp ;). El primero de ellos para el coeficiente b; es la que
corresponde a contrastar la hipotesis nula de que ésta vale cero; o lo que es lo
mismo, que la variable x; no es factor de riesgo para la patologia asociada. Y
el exponente, junto con los intervalos de confianza para la Exp (b;)= OR, si no
contienen el 1, es sefial de que la variable es de interés para el modelo con el
mismo significado que el anterior pardmetro, pero resaltando mds su

significado clinico.

Para el estudio de regresion logistica, se empled el grupo de sospecha de
infeccion por la presencia de altas concentraciones de los marcadores
bioquimicos en sangre de cordén, y por la influencia que ciertos factores de
riesgo ejercian sobre éstos; pero el principal motivo de la eleccion de este
Grupo 2 y no del Grupo de sepsis neonatal precoz fue por el limitado niimero

que componia este ultimo grupo de estudio.

Como ya se ha dicho, en esta prueba estadistica, se emplearon los puntos de
corte ya establecidos en un estudio anterior (78), puesto que se consideré que
estos valores hallados se ajustaban a nuestra poblaciéon y a la finalidad de

nuestro trabajo.
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A pesar de estas dos limitaciones, los puntos de corte de los marcadores de
sepsis previamente establecidos y que el grupo era el de sospecha de
infeccion, los resultados no fueron del todo insatisfactorios. Por un lado, se
obtuvo una OR para la PCR en sangre de cordén de 5,091 y, por otro lado,
para la IL-6 fue de 17,644; lo que significa que el aumento de la IL-6 por
encima del punto de corte establecido (250 pg/mL) incrementa el riesgo
relativo de pertenecer al Grupo 2 o de sospecha de sepsis en 17 veces, lo que
puede ayudar a discriminar los neonatos que hay que evaluar en el momento
de analizar la sangre de cordén. Aunque, por otro lado, no implica como ya
hemos visto que se vayan a desarrollar sepsis, quizds, porque al ingresarlos en

la Seccion de Neonatologia se instaura la profilaxis antibidtica.

En este sentido, en estudios como el realizado por Cancelier y cols. (90) se
ha visto que algunas citoquinas como la IL-6 o la IL-10 estdn asociadas de
forma independiente a la sepsis neonatal, no asi como algunas especies
reactivas como marcadores de la oxidacion lipidica, siendo éstas mejores

predictoras de la sepsis neonatal que estas dos citoquinas.

La calidad de una prueba diagndstica utilizada para el cuidado de los
pacientes no se juzga sOlo por sus caracteristicas analiticas sino,
fundamentalmente, por su capacidad para distinguir entre estados alternativos
de salud. Siempre que una cuestiéon clinica y el resultado de la prueba
diagndstica encaminada a resolverla puedan plantearse en términos de
presencia o ausencia de enfermedad, o positivo o negativo, la exactitud de la
prueba puede definirse en funcién de su sensibilidad y especificidad

diagndsticas (125).

La sensibilidad de una prueba diagnoéstica es la probabilidad de obtener un
resultado positivo cuando el individuo tiene la enfermedad; mide su capacidad
para detectar la enfermedad cuando estd presente. En cambio, la especificidad
de una prueba indica la probabilidad de obtener un resultado negativo cuando
el individuo no tiene la enfermedad, es decir, mide su capacidad para descartar

la enfermedad cuando ésta no esté presente.
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Los valores predictivos de una prueba, a diferencia de la sensibilidad y
especificidad, varian en funcién de la prevalencia de la enfermedad. Si se
estudia una enfermedad cuya prevalencia es baja, incluso una prueba muy
especifica dard lugar a muchos falsos positivos, dado el elevado niimero de
individuos sanos de la colectividad. Si la prevalencia es alta se puede esperar
un mayor nimero de resultados falsamente negativos. Por tanto, cuanto menor
sea la prevalencia de la enfermedad menor serd el VPP y mayor el VPN; lo

contrario serd cierto si la prevalencia es elevada (126).

Por tultimo, la curva ROC es un grafico en el que se observan todos los pares
sensibilidad/especificidad resultantes de la variacion continua de los puntos de
corte en todo el rango de resultados observados. Una prueba de discriminacion
perfecta, sin solapamiento de resultados en las dos poblaciones, tiene una
curva ROC que pasa por la esquina superior izquierda, donde sensibilidad y

especificidad toman valores maximos (cercanos a 1) (127).

Sabiendo todo esto, respecto a las curvas ROC realizadas en este trabajo, se
decidi6é emplear, en un primer paso, el Grupo 2 con sospecha de infeccién,
como en el caso de la regresion logistica, asi como el Grupo 5 con sepsis
neonatal precoz, para evaluar si los marcadores bioquimicos de sepsis
obtenidos en las muestras de sangre de cordon eran validos para discriminar
entre estos dos posibles estados del neonato, ya que consideramos que

cualquiera de las dos situaciones tenian suficiente importancia.

Por un lado, el grupo de neonatos con sepsis neonatal precoz, a pesar de su
reducido nimero de componentes, era un objetivo claro de nuestro estudio; y,
por otro lado, los valores obtenidos en el estudio descriptivo y analitico previo
en el grupo de recién nacidos con sospecha de infeccion, nos ha llevado a
realizar esta valoracion de la utilidad de los marcadores bioquimicos de sepsis

en sangre de cordon mediante las curvas ROC.

En el primer caso de los neonatos con sospecha de infeccion, los valores mas
elevados de area bajo la curva fueron los obtenidos por la IL-6. Estableciendo
puntos de corte para este marcador de 25,6 pg/mL, se obtuvo tinicamente una

sensibilidad del 58,5% y una especificidad del 92,4%, ademds de un valor
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predictivo y negativo de 68,9% y 88,5%, respectivamente. Se encontraron
ademads, diferencias significativas entre las dreas bajo la curva de la IL-6 con
la PCT, y con la PCR.

En el grupo con sepsis neonatal precoz, el marcador con mayor area bajo la
curva fue el obtenido por la PCT; con valores inferiores a 0,067 ng/mL se
excluye sepsis en un 99% de los casos (valor predictivo negativo). En este
grupo no se encontraron diferencias entre las dreas bajo la curva de los

marcadores bioquimicos.

Resultados similares son los obtenidos por Joram y cols. (71), usando como
puntos de corte de PCT en sangre de cordén de 0,5 ng/mL. Otros autores
registran valores de sensibilidad y especificidad de 69% y 81%
respectivamente, con concentraciones de 2,6 ng/mL (128). En estudios
posteriores, estos autores (129) encontraron una sensibilidad y una
especificidad del 80% y 72% respectivamente, con puntos de corte de 1,22
ng/mL de este marcador, siendo la PCT més sensible que la PCR en cada una

de las series estudiadas.

Por otro lado, Lopez Sastre y cols. establecieron puntos de corte de PCT de
0,55 ng/mL, obteniendo Unicamente un 75% y un 72% de sensibilidad y

especificidad respectivamente en sangre del neonato al nacimiento (130).

En primer lugar y respecto a la PCR, como ya hemos comentado
anteriormente del estudio de Santana y cols. (77), en ese trabajo se utilizé un
método de enzimoinmunoensayo por quimioluminiscencia en fase solida mas
sensible para la determinacion de la PCR en sangre de cordon, encontrandose
que los niveles de éste eran bajos (0,076-0,63 mg/dL) y no existian diferencias
entre los grupos de estudio sanos, con factores de riesgo infeccioso y con

factores de riesgo no infeccioso.

Se ha visto que los niveles de PCR en este tipo de muestras pueden no
aumentarse en presencia de vasculitis umbilical, que a menudo refleja una
corioamnionitis severa con enfermedades neonatales, mientras que otros

muchos marcadores si se encuentran aumentados (131).
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Por el contrario, existen varios estudios donde se han podido observar
valores elevados de PCR en sangre de cordén en ausencia de infeccion, pero
con severos factores de riesgo infeccioso intraparto (105), como en el caso del
uso de corticosteroides prenatales (132), sindrome de aspiracién meconial y

en neonatos prematuros de alto peso al nacimiento (133).

Por otro lado, en cuanto a la PCT, se ha visto que la inflamacién prenatal, la
hemorragia intracraneal, la asfixia al nacimiento, el sindrome de distrés
respiratorio, la hipoxemia, el fracaso hemodindmica, el neumotérax y la
diabetes gestacional son situaciones que también pueden causar un incremento
en los niveles de PCT circulante (129;134). Se ha demostrado que los niveles
de PCT en sangre materna no tiene correlacion con las concentraciones de este
marcador halladas en sangre de cordon umbilical en recién nacidos infectados
(135); sin embargo, en neonatos no infectados todavia resulta controvertido si
los niveles de PCT en sangre cordon estdn afectados por los respectivos
niveles del marcador en sangre materna (135;136). En nuestro estudio, los

valores de PCT en sangre de cordén

El valor de referencia en recién nacidos sanos fue establecido por primera
vez mediante tecnologia Time-Resolved Amplified Cryptate Emission
(TRACE) en 2007, con un rango entre 0,04 a 0,43 mg/L (137). Considerando
que la edad gestacional tiene un efecto negativo en los niveles de PCT en el
momento del parto, existen estudios que aseguran que la utilidad clinica de la
PCT en el diagnéstico de la sepsis neonatal precoz requiere establecer un

rango de referencia que cubra la edad gestacional como la postnatal (132).

En 2006, Joram y cols. (71) concluyeron que las concentraciones de PCT en
sangre umbilical podria servir como marcador predictivo para el diagndstico
temprano de la sepsis neonatal precoz. En este estudio prospectivo, el tamafio
de la poblacion era relativamente pequefio (197 recién nacidos) y los
resultados fueron prometedores con altos valores de sensibilidad (87,5%),
especificidad (98,7%), valor predictivo positivo (87,5%) y negativo (98,7%),
likelihood ratio positivo (67,3) y negativo (0,13), estableciendo como punto
de corte 0,5 ng/mL.
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Sin embargo, en un estudio retrospectivo mds reciente (129), estos autores
llegan a conclusiones diferentes. En este dltimo trabajo, se estudia la PCT en
sangre de cordéon como posible marcador discriminante en las infecciones
neonatales precoces. Sobre una amplia poblacion de estudio y su clasificacion
en diferentes grupos (neonatos infectados, probablemente infectados y no
infectados), se obtuvieron altos valores de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo negativo y likekihood ratios, con un punto de corte de 0,6 ng/mL;
pero solo un 30% de valor predictivo positivo. Asi, se verifico la capacidad de
la PCT de detectar pacientes no infectados entre aquellos que presentaban
factores de riesgo infeccioso. El bajo valor predictivo positivo se explica por
el resultado del impacto de la asfixia perinatal y la inflamacién antenatal que

promueve la produccion de la PCT.

En realidad, en los trabajos previos de estos autores, los neonatos
prematuros sélo constituian un 18% de la poblacién respecto al 38% de la
poblacién mds reciente, lo que puede realzar la tendencia causada por la
asfixia perinatal y la inflamacién antenatal. Ademads, la menor incidencia de
sepsis neonatal precoz en el ultimo estudio (1,2%), también influy6 en el valor

predictivo positivo comparado con el 9,6% del estudio anterior.

Este resultado también coincide con el de nuestro estudio, cuyo bajo valor
predictivo positivo podria deberse al limitado nimero de pacientes incluidos

en el dltimo grupo de estudio de sepsis neonatal precoz.

En la investigacion de nuevas herramientas para la prediccion de sepsis
neonatal precoz de varios estudios con poblaciones de casi 300 neonatos
(71;128;129), cuando los autores utilizan la PCT de sangre de cordén como
unico factor predictivo, los resultados son muy similares al estudio realizado

por Joram y cols.

En uno de éstos, Kordek y cols. (128) crea un modelo considerando toda la
informacion compuesta por factores maternos y perinatales, resultados de
examenes fisicos, la adaptacion postparto, el estado neonatal clinico y pruebas
de laboratorio. El modelo, como se esperaba, alcanzé el funcionamiento mas

satisfactorio: basado en los niveles en sangre de cordéon de PCT y PCR, y
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compuesto por siete variables bioquimicas y clinicas, incluyendo tocolisis, el
estado alimenticio de recién nacidos, la puntuacion APGAR vy el cociente de
granulocitos inmaduros y neutréfilos totales, se obtuvieron altos valores de

sensibilidad, especificidad, valores predictivo y negativo, y likelihood ratios.

En un estudio multicéntrico internacional, el uso de un algoritmo basado en
la PCT en sangre de cordon permitié acortar la duracion de la terapia
antibidtica en neonatos a término y pretérmino con sospecha de sepsis

neonatal precoz (134;138).

En estos trabajos, la PCT ha resultado ser un marcador mas sensible que la
PCR vy las citoquinas para pacientes con sepsis neonatal precoz. Estudiar su
concentracion en sangre de cordon antes del aumento fisiologico que se
produce al nacimiento hace que la interpretacién de su valor diagndstico sea
mas fécil. La combinacion con otros marcadores hematoldgicos, ademds de la
observacion clinica, mejora su fiabilidad clinica. Su capacidad eventual de
distinguir a neonatos no infectados de aquellos con factores de riesgo
infeccioso puede contribuir a reducir el empleo de tratamientos antibidticos
innecesarios, ya que como bien muestra un estudio, medidas seriadas de la
PCT al nacimiento podrian servir como un indice de referencia para el uso

antibidtico (139).

Respecto a la 1L-6, en nuestro estudio tan solo obtuvimos resultados de
sensibilidad y especificidad de 80% y 53,75% respectivamente, para valores
superiores a 5,57 pg/mL cuando se realizé el estudio del grupo de sepsis

neonatal precoz respecto al resto de la poblacion de estudio.

Estos resultados no coinciden con el estudio mds reciente ya citado
anteriormente (78), en el que los datos son mds favorables, donde se obtenian
valores de sensibilidad del 90% y de especificidad del 87,4% para la IL-6 en
sangre de cordén, con puntos de corte de 250 pg/mL.

Sin embargo, si coinciden con los obtenidos por Dollner y cols., donde los
valores de sensibilidad de la IL-6 fueron de 84%, en la evaluacion de

diferentes mediadores de inflamacion grave en sangre de cordén (107), siendo
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el grupo de sepsis confirmada muy reducido y compuesto tnicamente de 11
neonatos, cifra similar a nuestro estudio. En este estudio también se
encontraron que los niveles de PCR en sangre de cordén fueron practicamente
indetectables en casi todos los recién nacidos, tanto en el grupo control como

en el infeccioso.

Ademads de determinar los valores de sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y negativo, también se hallaron los valores de likelihood
ratio positivo y negativo o cociente de probabilidades, que indican cudnto mas
probable es un resultado determinado de una prueba diagndstica en un
paciente con una enfermedad dada comparado con un paciente sin la
enfermedad. Los valores ideales son aquellos superiores a 10 para el caso de

LR+, e inferiores a 0,1 para LR-.

En nuestro estudio, para un intervalo de confianza del 95%, los valores mas
optimos de los marcadores bioquimicos en sangre de cordén en el grupo de

sospecha de sepsis fueron los obtenidos por la PCR y por la IL-6.

Valores mucho mds favorables en la evaluacion diagndstica de estos
marcadores en sangre de corddn, los obtuvieron Cernada y cols. (78) tanto
para la IL-6 (LR+: 7,14 y LR- 0,11) como para la PCR (LR+ 2,86 y LR-
0,51), realizando estas pruebas con una poblacién de estudio de 128 neonatos,
todos ellos con factores de riesgo infeccioso; como ha sido nuestro caso al

realizar estas pruebas con el grupo de sospecha de infeccion.

Para el grupo de estudio que desarroll6 sepsis neonatal precoz, los resultados
no fueron tan satisfactorios, probablemente debido, como ya hemos
comentado en anteriores ocasiones, al reducido niimero de pacientes que

componian este grupo.

Por dltimo, en la actualidad se estd trabajando en nuevas técnicas de biologia
molecular relacionadas con el periodo neonatal, ademds de numerosos
estudios en sangre de cordén, como ya se ha revisado en el capitulo de la

introduccion.
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Entre éstos, hay que destacar un reciente estudio (96) en el que se plantea el
uso de la sangre de cordéon como posible muestra bioldgica para realizar
cultivos bacterioldégicos con muy poca contaminaciéon en el cribado de
infeccion por SGB, aunque todavia se estd considerando esta posibilidad, ya
que debido al bajo rendimiento de los hemocultivos en el periodo neonatal,

esta metodologia de forma rutinaria necesitaria reconsiderarse.

Ademads, existen trabajos que estudian la presencia de otras citoquinas en
sangre de corddn, en concreto la IL-8, donde se pudo observar que los valores
de ésta variaba con la edad gestacional y con neonatos prematuros con una
amplia variedad de patologias asociadas, encontrdndose sus concentraciones
aumentadas en comparacion con neonatos a término (140), aunque los autores
consideran que el efecto independiente de la edad gestacional sobre la

respuesta neonatal de la IL-8 todavia tiene que evaluarse en profundidad.

Por ultimo, es importante comentar que, por el momento, ninguno de los
marcadores en sangre de cordén descritos en el presente trabajo es sensible y
bastante especifico para influir en la decision de rechazar el tratamiento
antimicrobiano, independientemente de las conclusiones clinicas (141), por lo
que es necesario continuar estudiando el comportamiento de las citoquinas

con un mayor nimero de sepsis neonatales precoces.
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VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se pueden extraer de este estudio se enumeran a

continuacion:

1. Los marcadores bioquimicos de sepsis (PCR, PCT e IL-6) y
hematoldgicos en sangre de cordon no han resultado de utilidad en el
diagndstico de sepsis neonatal precoz; los datos clinicos contintian siendo los

mads determinantes en el diagndstico de sepsis neonatal precoz.

2. Los marcadores de sepsis en sangre de cordén ya son predictores
respecto a las concentraciones de los mismos en sangre del recién nacido en

las primeras horas de vida después del nacimiento.

3. La temperatura materna intraparto fue el factor de riesgo con mayor
influencia sobre la IL-6 en la poblacion total de estudio; y la rotura prematura
de membranas respecto a la PCT en la poblacion total del estudio,
especialmente en los neonatos prematuros y en aquellos cuyo ingreso en la

Seccién de Neonatologia no fue por causa de sospecha de infeccion.

4. No podemos afirmar que exista correspondencia entre los resultados
obtenidos mediante técnicas de biologia molecular en sangre de cordén y los
microbioldgicos confirmados mediante el hemocultivo tomada en las primeras

horas de vida del neonato.

S. Las nuevas técnicas de biologia molecular en sangre de cordon
empleadas en este trabajo resultaron ventajosas respecto a una mayor rapidez
en la deteccidon de microorganismos patdgenos y, aunque no tuvieron relacion
con los valores de los marcadores bioquimicos de sepsis en sangre de cordon,
si fueron indicativas de la presencia de sospecha de infeccién en aquellos

neonatos con uno o varios factores de riesgo infeccioso.
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6. Los puntos de corte establecidos para los marcadores bioquimicos de
sepsis podrian tener utilidad clinica para decidir un posterior ingreso de los
recién nacidos con uno o varios factores de riesgo infeccioso, aunque estos
criterios de sospecha de infeccion pueden someterse permanentemente a

controversia cientifica de su utilidad.
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