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CAPITULO 1. RESUMEN

Introduccién: La sepsis neonatal es la primer causa atribuida a la morbilidad y mortalidad
en los recién nacidos. Aproximadamente el 20% de los nacimientos con evidencias
clinicas de infeccién han recibido tratamientos antimicrobianos con hemocultivo negativo.
Una alternativa en estos casos es la amplificacion de la subunidad ribosomal 16S rDNA
en combinacion con la electroforesis en gradientes desnaturalizantes (DGGE). La PCR-
DGGE ha identificado bacterias cultivables y no cultivables en diversas muestras
bioldgicas.

Objetivo: Identificar los factores de riesgo mas importantes que se asocian al desarrollo
de la sepsis neonatal con etiologia identificada mediante la técnica de electroforesis en
geles con gradientes de desnaturalizacion (DGGE).

Material y métodos: Las muestras de sangre neonatal fueron obtenidas por puncion de la
vena de tres grupos de estudio: control (n=30), sospecha (n=30) y con evidencias de
sepsis neonatal (n=15). EI hemocultivo se realizdé con 1 ml de sangre para el crecimiento
de bacterias gram-positivas y gram-negativas. EI DNA bacteriano se aisl6 a partir de 50 pl
de sangre mediante el reactivo de DNAzol. Los geles desnaturalizantes se prepararon con
urea y formamida en un rango de 20-70%. La electroforesis se corrié a 60°C y 60V por 16
horas; posteriormente los geles fueron tefiidos con SYBR-DNA. Las bandas fueron
visualizadas en luz ultravioleta.

Resultados: De los factores de riesgo asociados con la transmision de infecciébn materna
encontramos a las infecciones en vias urinarias, la vaginosis bacteriana asi como la
ruptura prematura de las membranas fetales. Se realizaron un total de setenta y cinco
hemocultivos de los cuales encontramos el crecimiento en el grupo control (n=30) de S.
epidermidis; en el grupo con sospecha (n=30) se no se detectd ningin microorganismo y
en el grupo de sepsis neonatal (n=15) se identific6 a Enterococcus, S. epidermis, E.
agglomerans, S. aureus, E. coli (2 casos) y K. pneumonia (2 casos) como las bacterias
asociadas al proceso infeccioso.

En el grupo de sepsis neonatal se detectd un hemocultivo positivo (40%) y dos bacterias
(20%). Por medio de la PCR-DGGE en el grupo de sepsis neonatal se identificaron a E.
faecium (2 casos), S. aureus (2 casos), E. coli (4 casos) y 37 bandas mas que no
correspondieron con la cepas de referencia. Una prueba de DGGE fue positiva (95%) y
mas de dos bacterias (80%). Asi mismo, se detect6 en el 53% de los casos una bacteria
con el mismo corrimiento electroforético. Finalmente, en el grupo control el hemocultivo
dio positivo en el 28.5% de los muestras analizadas, mientras que la PCR-DGGE no
detecto ninguna bacteria.

Conclusiones: La prueba molecular PCR-DGGE corroboré la infeccion en 2.3 veces
mésa las bacterias en los casos de sepsis con respecto a las detectadas por el
hemocultivo.

Palabras claves: Sepsis Neonatal, Hemocultivo, Electroforesis en Gradientes Desnaturalizantes.




CHAPTER 1. ABSTRACT

Background: Neonatal sepsis is the principal cause of morbidity and is responsible for
about 30-50% of the total neonatal death in developing countries. Although the blood
culture is considered the “gold standard” by the diagnosis, not in all neonatal sepsis is
hemocultive-positive. The explications of this low sensibility included small volumes blood
obteined, number colonies-forming units, the viability bacterial and special cultivation
conditions is necessary. In recent year, the highly conserved bacterial 16S ribosomal
deoxyribonucleic acid (rDNA) gene is use to detected many human infections. One
molecular approches is denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) of PCR-amplified
16S rDNA gene segments offers the possibility of revealing a significant portions of the
bacterial flora in differents samples.

Objetive: The objective main of this study was the comparing the bacterial detection in
blood between the hemocultive and the PCR-DGGE in cases with sepsis neonatal.

Materials and Methods: Blood-samples of newborns without (control group, n=7) and with
clinical sepsis evidences (cases, n=15) was admitted to the neonatal intensive care unit of
National Institute of Perinatology, México City. In the cases of sepsis blood samples were
obtained before beginning any of the therapeutic treatment. In all the cases the blood was
obtained by puntion of the vein. Eight hundred microliters of blood was used for the
microbial analysis of gram-positive and gram-negative bacterial. Fifty microlites of blood
was used for the extraction of the DNA which was analysis for the PCR-DGGE. The
specific primers to PCR amplified of variable-3 region of 16S rDNA was used. The analysis
for DGGE consisted in 8% acrilamide/bis-acrilamide electrophoresis plus urea and
formamide range 20-70% by the denaturing electrophoretic conditions for 16 hours to
temperature and constant voltage.

Results: Risk factors associated with maternal transmission infectious are urinary tract
infections, bacterial vaginosis and premature rupture of fetal membranes. A total of
seventy-five blood cultures of which we find growth in the control group (n = 30), S.
epidermidis, in the group with suspected sepsis (n = 30) not was detected and neonatal
sepsis group (n = 15) were identified Enterococcus, S. epidermis, E. agglomerans, S.
aureus, E. coli (2 cases) and K. pneumonia (2 cases). In the group of neonatal sepsis was
detected by hemocultive one (40%) and two bacteria (20%). PCR-DGGE in the group of
neonatal sepsis were identified E. faecium (2 cases), S. aureus (2 cases), E. coli (4 cases)
and 37 bands that did not correspond with the reference strains. Detected by DGGE, one
(95%) and 2 or more bacteria (80%). Also, was detected in 53% of the bacteria with the
same electrophoretic shift. Finally, in the control group had positive blood cultures 28.5%
of the samples analyzed while the PCR-DGGE did not detect any bacteria.

Conclusions: The molecular test of PCR-DGGE detects 2.3% of bacterial pathogens
causing of the neonatal sepsis with respect to hemocultive methods.

Keywords: Neonatal Sepsis, Hemocultive, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis



CAPITULO 2. INTRODUCCION

La sepsis neonatal representa una de las causas importantes de morbilidad y mortalidad
en los recién nacidos en todos los hospitales del mundo; esta poblacion infantil tiene
condiciones de riesgo muy especificas que aumentan la susceptibilidad para ser
colonizados e infectados por diversos microorganismos (prematurez, bajo peso al
nacimiento, alteraciones de la inmunidad, entre otras), al igual que existen factores
maternos que contribuyen como potenciadores del riesgo para desarrollar sepsis neonatal
(infecciones durante la gestacién, ruptura prematura de membranas).

Las manifestaciones clinicas de sepsis neonatal son inespecificos, muchos de los signos
son expresados por otras patologias e incluso se observan como parte normal en el
periodo de transicion de la vida intrauterina a la extrauterina, por esta razon, se emplean
estudios de laboratorio que puedan apoyar o descartar la sospecha diagndéstica, sin
embargo, hasta el dia de hoy no se tienen estudios de gabinete y paraclinicos los
suficientemente especificos y sensibles que puedan despejar las dudas relacionadas al
diagndstico.

La conjuncién de los hallazgos clinicos y los antecedentes de riesgo contindan siendo las
herramientas de mayor importancia al momento de decidir iniciar un tratamiento
antimicrobiano, reportandose que hasta un 15% aproximadamente de los recién nacidos
reciben esquemas de antibidticos sin ser necesarios, es por ello que todo estudio de
investigacion que pueda aportar mecanismos para identificar tempranamente a los recién
nacidos con riesgo para sepsis neonatal y que pueda reconocerlos de forma temprana en
la evolucién del padecimiento, contribuira a ofrecer mejores oportunidades de salud a los
recién nacidos.



CAPITULO 3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A nivel internacional la sepsis neonatal esta ubicada como la sexta causa de muerte en
los neonatos y la octava en los lactantes dentro del primer afio de vida - La mortalidad
asociada a infecciones neonatales es de aproximadamente del 10% 2. En México la
incidencia oscila entre el 4 al 15.4 por cada 1000 nacidos vivos. En el Instituto Nacional de
Perinatologia “Isidro espinosa de los Reyes” (INPerlER) se ha reportado una incidencia en
los Gltimos cinco afios de 9 a 36 casos por cada 100 egresos ),

Las infecciones maternas cominmente asociadas como factores de riesgo para el
desarrollo de sepsis neonatal son: 1) vaginosis bacteriana, 2) infeccién de vias urinarias,
3) corioamnioitis e infecciones en liquido amnidtico; las cuales explican las causas de los
nacimientos prematuros (ruptura de las membranas fetales y trabajo de parto) y el bajo
peso de los recién nacidos; sin embargo, la sintomatologia clinica de las infecciones
materno-fetales no siempre son evidentes, por lo que los médicos encargados en la salud
neonatal se apoyan de diversas pruebas de laboratorio que corroboren el proceso
infeccioso.

Como parte de la busqueda de la etiologia y confirmacion de la sepsis neonatal, se
emplean estudios de laboratorios como el hemocultivo, marcadores serolégicos y la
cuenta hematica ©; sin embargo, estas estrategias no son totalmente sensibles y
especificos. Otra de las limitantes es que el reporte del hemocultivo tarda hasta tres dias
lo que complica el tratamiento terapéutico en los recién nacidos. Lo que conlleva que
hasta el 15% de los recién nacidos reciban tratamiento antimicrobiano sin obtenerse el
aislamiento de un microorganismo como causante de la infeccion ©

Actualmente se han comenzado a utilizar herramientas moleculares como la amplificacién
de genes especificos para diversos microorganismos y la citometria de flujo lo que
permite corroborar en qué casos la presencia de la sintomatologia es derivada de un
proceso infecciosos ® |

El presente estudio se realizé con la finalidad de identificar los diversos factores de riesgo
maternos que condicionen infecciones neonatales con etiologia identificada mediante la
amplificacion del dominio-3 del gen 16S rDNA en combinacion con la electroforesis en
gradientes desnaturalizantes (DGGE). Lo anterior permitira establecer diferentes
estrategias de vigilancia materna oportunas que contribuyan a disminuir la morbilidad y
mortalidad relacionada a la sepsis neonatal.



CAPITULO 4. MARCO TEORICO

4.1 DEFINICION

La palabra sepsis se deriva de la lengua griega “pepsis”, que significaba el proceso de
maduracion y fermentacion, sepsis era sindbnimo de putrefaccion caracterizada por mal
olor. Fue hasta el consenso de la American College of Chest Physicians / Society of
Critical Care Medicine (ACCP/SCCM), en 1991 cuando se propuso la siguiente definicion
operativa que es la presencia de manifestaciones clinicas de respuesta inflamatoria
sistémica asociados a un proceso infeccioso activo ).

4.2 EPIDEMIOLOGIA

La sepsis esta ubicada en el sexto lugar como causa de muerte en los neonatos y la
octava causa de muerte en los lactantes dentro del primer afio de vida ®. La sepsis
neonatal afecta aun mas a los recién nacidos prematuros menores a 37 semanas de
gestacion y con peso menores a 1500 gramos.

Las incidencia de la sepsis neonatal en paises desarrollados es menor al 1.2%; sin
embargo, éste porcentaje aumenta en los paises en vias de desarrollo donde se ha
reportado una incidencia de entre el 20 al 40% del total de los nacimiento atendidos en la
clinica ®9),

En Estado Unidos se ha estimado que en los Gltimos 20 afios la incidencia de la sepsis ha
aumentado a un ritmo de 8,7% por afio, y en Europa se reportan cifras similares. La
incidencia de sepsis neonatal en Espafia en la poblacion en general oscila entre 1 —
8/1000 recién nacidos vivos ®?. En Cuba en el afio de 1995 se registré un incremento de
la mortalidad infantil, quedando colocada la sepsis neonatal como la tercera causa de
muerte en el menor de un afio, solo superada por afecciones perinatales y anomalias
congénitas Y.

En México se ha reportado una incidencia de sepsis neonatal entre el 4 al 15.4 casos por
cada 1,000 recién nacidos vivos. El Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinoza de
los Reyes” (INPerlER), es un hospital de alta especialidad que cuenta con una unidad de
cuidados intensivos para el manejo de recién nacidos, productos de embarazos de alto
riesgo; la tasa de sepsis neonatal es del 15,4 por cada 1000 nacimientos ®2*2),



4.3 CLASIFICACION

Con base al tiempo en el cual el neonato presenta los signos y sintomas de infeccion, la
sepsis neonatal se clasifica en 1) temprana y 2) tardia. Los factores de riesgo para el
desarrollo de la sepsis neonatal temprana y tardia, incluyen una historia de
inmunodeficiencias, algunos errores del metabolismo como la galactosemia en la cual se
ve comprometida la respuesta inmunoldgica a las infecciones. Ademas de la infeccion por
las bacterias se encuentran los virus como el virus sincitial respiratorio y los enterovirus lo
que aumenta significativamente la morbilidad y mortalidad @,

Sepsis neonatal temprana

Es la patologia diagnosticada dentro de las primeras 72 h de vida ®?. La sepsis neonatal
temprana ocurre principalmente por la transmisibn materna (vertical), de diferentes
microorganismos patégenos (bacterias, hongos y virus) alojados en el tracto cervico
vaginal y que de manera ascendente infectan e invaden la cavidad uterina. Los factores
de riesgo son la ruptura prematura de las membranas fetales (> 18 horas antes del
nacimiento), fiebre constantes, corioamnioitis, trabajo de parto prematuro menor a 37
semanas de gestacion y la preeclampsia/eclampsia. Los recién nacidos obtenidos por via
vaginal pueden infectarse durante su paso por el canal de parto y manifestar las sintomas
clinicas como taquipnea, distension abdominal, fiebre, e inestabilidad en la temperatura
corporal.

Las bacterias frecuentemente aisladas en la sepsis neonatal temprana son: Escherichia
coli, Enterococcus spp, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes y Ureaplasma urealyticum. El Streptococcus agalactiae es asociado a
meningitis, actualmente su frecuencia de aislamiento ha descendido debido a las medidas
de prevencion y tratamiento oportuno ©.

Sepsis heonatal tardia

Es aquella infeccién diagnosticada después de las 72 horas de vida 2. Los factores de
riesgo relacionados con la sepsis neonatal tardia son la permanencia prolongada en las
unidades de cuidados intensivos. Procedimientos invasivos durante sus tratamientos
terapéuticos como son el uso de catéteres venosos centrales, la alimentacién parenteral,
presencia de sistemas de derivacion ventriculoperitoneal.

Los microorganismos patégenos que se aislan son los provenientes del ambiente
hospitalario, del instrumental utilizado y de la flora del personal de salud que atiende a los
recién nacidos, por lo que esta es una infeccién de origen nosocomial 4.



En la sepsis neonatal tardia, los microorganismos implicados son bacterias como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Chlamydia trachomatis y
Mycoplasma pneumoniae y hongos como Candida spp ®¢*".

4.4 MANIFESTACIONES CLINICAS

Los recién nacidos pueden presentar sintomas inespecificos que en muchas ocasiones
son similares a los observados en la adaptacion a la vida extrauterina y por diversos
padecimientos sin un origen infeccioso.

Entre las principales manifestaciones encontradas en la sepsis neonatal se pueden
presentar: inestabilidad de la temperatura, dificultad respiratoria, diarrea, vomito,
distension abdominal, hepatomegalia, inestabilidad de la frecuencia respiratoria
(taquicardia o periodos de apnea), letargia, hipoglucemia, fiebre vy persistencia
inexplicable de ictericia. En algunos casos, las lesiones dérmicas pueden ser
manifestacion de infeccion 9.

En la evolucién natural de la sepsis neonatal puede derivar en choque séptico, entidad
clinica que tiene una alta morbilidad y mortalidad “?, siendo las principales
manifestaciones clinicas: la taquicardia o bradicardia, cambios neurolégicos, letargia o
irritabilidad, hipotermia, retardo en el llenado capilar, hipotension, mala perfusion
sanguinea periférica y oliguria 2.

DIAGNOSTICO

El diagnostico de sepsis neonatal no es facil, informandose que hasta un 15% de los
recién nacidos reciben tratamiento antimicrobiano sin obtenerse un aislamiento
microbiolégico como causa de una probable infeccién ©.

A través del tiempo se han realizado escalas diagnosticas, que incluian factores maternos
y neonatales, como: 1) NOSEP-I predictor de sepsis nosocomial realizado por Mahieu y
cols ® publicada en el afio 2000, la cual incluye un dato clinico, 3 de laboratorio y un
factor de riesgo, considerdndose positiva la presencia de un puntaje mayor a 8, con una
sensibilidad del 95%, especificidad de 43%, valor predictivo positivo (VPP) de 93% y valor
predictivo negativo (VPN) de 93%; 2) NOSEP-II incluye los mismos parametros, ademas
de los resultados de cultivos de los catéteres centrales 2.

La escala empleada en el INPerlER por algun tiempo incluia 5 datos obtenidos por
anamnesis (tiempo de ruptura de membranas, sospecha de corioamnioitis, prematurez,
parto fortuito, apgar menor de 6 a los 5 minutos de vida), y 6 datos de laboratorio (cuenta
leucocitaria menor de 7,500 o mayor de 30,000 células/ml, cuenta de neutréfilos menor de
1,750 cel/ml, bandas, relacion banda/neutréfilo mayor de 0.20, cuenta de plaquetas
menor de 150,000mm?®, proteina C reactiva mayor a 14 mg/L), considerandose positiva



con un puntaje mayor de 5 “¥. Sin embargo, dicha escala se dejo de emplear por la poca
especificidad de los pardmetros incluidos en la escala.

La escala propuesta por la ACCP/SCCM publicada en 1992 por Bone y cols ¥, que
incluye datos clinicos y de laboratorio como son la temperatura corporal mayor de 38°C o
menor de 36°C, frecuencia cardiaca mayor de 90 latidos por minuto, frecuencia
respiratoria mayor de 20 latidos por minuto, o PaCO, menor de 32 mmHg y la presencia
de una cuenta leucocitaria mayor de 12,000 cel/ml o menor de 4,000 cel/ml,
considerandose positivo un puntaje mayor de 2.

Actualmente los datos de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica adaptados para
neonatos, propuestos en el concenso de sepsis publicado en 2005, siguen siendo los
datos clinicos de referencia para realizar la sospecha y el diagnéstico de Sepsis .

4.5 METODOS PARA EL AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO.
a) Hemocultivos.

El estandar de oro para el diagnostico de sepsis neonatal continua siendo el aislamiento
microbiolégico en el hemocultivo. Es necesario tomar en cuenta que deben de
presentarse dos condiciones para que los hemocultivos sean positivos, la primera de ellas
es que el indculo sea de calidad, ademas de los microorganismos sean viables para que
se desarrollen in vitro; la muestra debera de contener una minima cantidad necesaria de
bacterias, estimandose que se requieren aproximadamente 10° UFC para que sean
detectadas mediante el cultivo bacterioldgico ®®?”. La segunda condicién, se refiere a los
requerimientos diferenciales del medio de cultivo, asi como de las caracteristicas de la
incubacion: temperatura y presion de CO,.

Del total de muestras analizadas, se estima que en el 40% se desarrolla crecimiento
bacteriano y el 25% dan falsos positivos. La baja sensibilidad y especificidad, se
relaciona con el bajo volumen de sangre obtenido de los recién nacido. Una limitante
importante de los hemocultivos es que se necesitan de hasta 4 dias para obtenerse el
resultado del laboratorio de microbiologia #®.

b) Métodos especiales.

Los marcadores hematoldgicos e inmunolégicos como el recuento de células blancas,
neutrofilos inmaduros, presencia de vacuolas o granulaciones toxicas en células
sanguineas y relacion banda/neutréfilos en donde el rango de sensibilidad y especificidad
ha sido desde un 17% al 90% y 31% a 100% respectivamente, cuando se encuentran
mas de dos de éstos parametros alterados la sensibilidad alcanza hasta 96% pero con un
valor predictivo positivo de 31% ©9.



La Proteina C Reactiva (PCR) ha sido ampliamente estudiada desde finales de los 80's y
principio de los 90°s, cuantificando su indice hematolégico como un marcador de sepsis,
esta proteina es sintetizada durante la fase aguda entre las primeras 6 a 8 h después de
iniciado el proceso infeccioso o el dafio tisular manteniendo una vida media de 19 h, se
reporta una sensibilidad en la fase inicial de 60% la cual se incrementa a las 24 y 48 h
después de haberse iniciado el padecimiento a 82 y 84% respectivamente, la
especificidad es de 93% y el valor predictivo positivo de 100% ®°3b.

c) Electroforesis con geles en gradientes de desnaturalizacién (DGGE).

Esta prueba diagnostica se basa en el principio fisico-quimico de la migracion de
diferentes biomoléculas a través de un soporte o matriz (acrilamida o agarosa) que se
somete a un campo eléctrico. Como el DNA posee carga eléctrica negativa, se mueve
hacia el &nodo. La separacion de las biomoléculas depende de su tamafio (peso relativo);
a mayor volumen, menor movilidad electroforética.

Aunque la DGGE, aun no se ha utilizado de forma rutinaria para identificar las bacterias
responsables de sepsis neonatal, se ha iniciado a emplear en la identificacion de
bacterias patégenas en la vaginosis bacteriana (Atopobium vaginae y Eggertella),
gastroenteritis  (Bacteroides fragilis, Faecalibacterium prauznitzi) y periodontitis
(Tanerellaforsythensis) ¢ 3334,

En la investigacion de la microbiologia de endodoncia, recientemente la técnica de PCR-
DGGE ha servido para evaluar la diversidad de la microbiota del conducto radicular, la
naturaleza del método permite la deteccién de especies raras e inesperadas ©.

Otra aplicacion de la PCR-DGGE ha sido en el analisis de mutaciones que se presentan
en células linfoblasticas. El primer analisis de los genes humanos fue con el locus-@-
globina, y actualmente las mutaciones contintan investigdndose usando la técnica de
DGGE ©%.

TRATAMIENTO

No existen datos que soporten un régimen particular de antimicrobianos ¢,

considerandose los organismos potenciales, pueden realizarse ajustes en los
medicamentos empleados. Para la cobertura de microorganismos gram-positivos, se
recomienda ampliamente la ampicilina, esto es particularmente justificado cuando se
sospeche la etiologia de Listeria ®®. Considerandose los microorganismos gram-negativos
como potenciales patégenos, el esquema terapéutico puede incluir un aminoglucésido o
una cefalosporina de tercera generacion.

La resistencia antimicrobiana esta cambiando la epidemiologia de los patégenos
invasivos. La presencia de microorganismos como el Staphylococcus aureus meticilino-



resistentes, Enterococcus resistente a la ampicilina, hace que el empleo de la
vancomicina sea usada en una proporcién importante aunque no esté justificado ©9.

En adiciéon a la administracion de antimicrobianos, se debera ofrecer un tratamiento de
soporte para los aparatos y sistemas. Los pacientes con sepsis neonatal necesitan un
accesos venosos, ya sea para la correccion de liquidos y electrolitos, alteraciones acidos
bases, anormalidades hematoldgicas, entre otras.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

5.1. OBJETIVO GENERAL:

Identificar los factores de riesgo mas importantes que se asocian al desarrollo de la
sepsis neonatal con etiologia identificada mediante la técnica de electroforesis en geles
con gradientes de desnaturalizacién (DGGE).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1.- Establecer la fuerza de asociaciéon entre la ruptura prematura de membranas con el
desarrollo de sepsis neonatal corroborada y con etiologia identificada.

2.- Establecer la fuerza de asociacion entre la prematurez con el desarrollo de sepsis
neonatal corroborada y con etiologia identificada.

3.- Establecer la fuerza de asociacion entre bajo peso al nacer con el desarrollo de sepsis
neonatal corroborada y con etiologia identificada.
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CAPITULO 6. JUSTIFICACION

La sepsis neonatal representa un padecimiento que en la mayoria de las ocasiones es
dificil de diagnosticar a pesar de los adelantos en las técnicas de laboratorio, por lo cual
se han investigado diversos métodos que ayuden a incrementar la sospecha y diagnéstico
de una probable infeccién en los recién nacidos, tablas de puntaje, reactantes de fase
aguda, y actualmente la aplicacion de las técnicas de biologia molecular, aunado los
métodos tradicionales de microbiologia (hemocultivo), lo que contindan siendo el
estandar de oro para el diagnéstico de los padecimientos infecciosos. En el caso
particular de la sepsis neonatal, el hemocultivo es la prueba diagnéstica estandar de oro,
no obstante que no es lo suficientemente sensible y especifico en la practica clinica.

Las manifestaciones clinicas que se presentan en el recién nacido, si es que se
presentan, son compartidas por varios padecimientos, incluso se presentan en las
primeras horas de transicion y adaptacion a la vida extrauterina, fenébmeno considerado
como normal en algunos recién nacidos, esto conlleva a la necesidad de tener una alta
sospecha de la presencia del padecimiento, para iniciarse el tratamiento adecuado e
incidir en disminuir la morbilidad y mortalidad que se asocian con esta patologia.

En la préactica diaria médica surge la interrogante de cual recién nacido debera de
someterse a una observacion minuciosa y de éstos a cuales realizar exdmenes de
laboratorio mas exhaustivos y quienes de ellos ameritan iniciar con tratamiento
antimicrobiano de forma inmediata, tratamiento que generalmente es por tiempo
prolongado, el cual a su vez, incrementa el riesgo de adquirir infecciones por
microorganismos nosocomiales.

Se considera que los antecedentes maternos obstétricos, la evolucion durante la
gestacion, el medio ambiente y condiciones de nacimiento juegan un papel importante
como factores de riesgo para incrementar la posibilidad de desarrollar una infeccion y
derivar en una sepsis neonatal, que pudiese llegar a comprometer la vida del recién
nacido. Las referencias internacionales enlistan una serie de factores de riesgo, algunas
con mayor importancia (infeccion de vias urinarias materna, ruptura prematura de
membranas, prematurez, bajo peso), que aun estando presentes no condicionan a que el
recién nacido tenga alguna sintomatologia.

Es necesario el andlisis de los factores de riesgo asociados a sepsis neonatal y evidenciar
los de mayor relevancia, por ello se plante6 realizar dicho escrutinio en los recién nacidos
con el diagnéstico confirmado de sepsis neonatal, al tenerse la identificacion
microbioldgica causal mediante la técnica de Electroforesis con Geles en Gradientes de
Desnaturalizacion (DGGE), técnica de laboratorio que apunta hacia resultados
alentadores.

Los resultados obtenido pueden contribuir a identificar a los recién nacidos con factores
de riesgo importantes para presentar una infeccion y evolucionar a sepsis neonatal,
sirviendo de igual forma para unificar criterios de decision sobre el mejor momento de
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iniciar el tratamiento antimicrobiano especifico que disminuya el riesgo de complicaciones
y mortalidad en los recién nacidos en el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro
Espinoza de los Reyes”.
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CAPITULO 7. DISENO METODOLOGICO

TIPO DE INVESTIGACION.

Estudio de casos y controles.

UNIVERSO DE ESTUDIO.

Recién nacidos con sospecha de sepsis neonatal temprana o tardia, que hayan sido
atendidos en la unidad de cuidados intermedios (UCIN) y en la unidad de cuidados
intensivos del recién nacido neonatales (UCIREN), ambas unidades pertenecen al
Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.

POBLACION.

Recién nacidos con sospecha de sepsis neonatal temprana o tardia, atendidos en las
unidades de cuidado neonatal del Instituto Nacional de Perinatologia.

TIPO DE MUESTREO.

No aleatorio, consecutivo de conveniencia.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

CASOS
- Recién nacidos vivos con sepsis neonatal corroborada mediante el aislamiento
molecular de la Electroforesis con Geles en Gradientes de Desnaturalizacion
(DGGE).
- Recién nacidos vivos con sospecha de sepsis heonatal.
- Que no hayan recibido tratamientos antibidticos antes de la toma de la muestra.

CONTROLES
- Recién nacidos sin manifestaciones clinicas de infeccion.

- Recién nacidos cuyos padres aceptaron de manera informada participar en el
estudio.
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CRITERIOS DE EXCLUSION.

- Recién nacidos referidos de otra institucion de salud.
- Recién nacidos a quienes no se les realizé la prueba de Electroforesis con Geles
en Gradientes de Desnaturalizacion.

CRITERIOS DE ELIMINACION.
- Egresados antes de concluirse los estudios clinicos y paraclinicos necesarios para el
diagnostico de sepsis neonatal.

DEFINICION DE VARIABLES.

VARIABLE DEPENDIENTE.

Sepsis Neonatal.

Definicién conceptual: Presencia de manifestaciones clinicas de respuesta inflamatoria
sistémica como resultado de un padecimiento infeccioso activo.

Definicién operacional: Presencia de manifestaciones clinicas de respuesta inflamatoria
sistémica, con o sin la presencia de un foco infeccioso en algin aparato o sistema,
aunado al aislamiento microbiol6gico mediante la técnica de Electroforesis con Geles en
Gradientes de Desnaturalizacion.

Tipo de variable: Nominal dicotémica.

Escala de medicién: Evaluable, no evaluable.

VARIABLES INDEPENDIENTES.

Infeccién de Via Urinaria Materna.

Definicién conceptual: Presencia en el examen general de orina de nitritos acompafnados
0 no de leucocitos mayores a 10/campo de alto poder, con sintomatologia sugerente
(disuria, polaquiuria, tenesmo, pujo, Giordano). El urocultivo con reporte de desarrollo
microbiolégico con mas de 100,000 UFC/ml de bacterias gram-negativas o mayor de
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10,000 UFC de bacterias gram-positivas de una muestra de orina tomada en condiciones
aseépticas.

Definicién operacional: Antecedentes maternos referidos por la propia madre o anotados
en el expediente clinico, de sospecha de infecciobn de vias urinarias al presentarse
manifestaciones clinicas sugerentes mas un examen general de orina con alteraciones en
los pardmetros medidos; pudiendo estar presenten el reporte del aislamiento
microbioldgico.

Tipo de variable: nominal, dicotémica.

Escala de medicién: evaluable, no evaluable.

Ruptura Prematura de Membranas Fetales.

Definicién conceptual: Ruptura de la membrana amnidtica con salida de liquido
transvaginal corroborado por clinica, imagenologia y/o estudio de cristalografia positiva,
en un periodo de tiempo mayor de 12 horas antes de iniciarse el trabajo de parto.

Definicién operacional: Ruptura de la membrana amnittica con salida de liquido
transvaginal referido por la paciente, sospechado por clinica, apoyado por estudios de
imagenologia y/o cristalografia positiva, en un tiempo igual o mayor de 6 horas antes de
iniciarse el trabajo de parto.

Tipo de variable: Nominal, dicotdmica.

Escala de medicién: Evaluable, no evaluable.

Recién Nacido Prematuro.

Definicién conceptual: Recién nacido obtenido antes de cumplir las 37 semanas de
gestacion in-utero.

Definicién operacional: Recién nacido el cual nacié vivo, calificado mediante escala de
Capurro y/o Ballard con menos de 37 semanas de gestacion.

Tipo de variable: Ordinal, discreta.

Escala de medicién: Evaluable, no evaluable.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO.

Una vez realizado la técnica de Electroforesis con Geles en Gradientes de
Desnaturalizacion (DGGE), en las muestras sanguineas tomadas de los recién nacidos
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que presentaron manifestaciones clinicas o antecedentes maternos para sospechar
padecimiento infeccioso y secundariamente sepsis neonatal, se identificaron las pruebas
positivas con el aislamiento de microorganismo bacteriano como la etiologia de dicho
eventos infecciosos. Los recién nacidos con pruebas de DGGE positivas conformaron el
grupo de casos, de los cuales de forma retrospectiva se procedié a revisar de forma
exhaustiva sus expediente clinicos, obteniéndose informacion sobre los antecedentes
materno, evolucion y vigilancia del embarazo, trabajo de parto, condiciones al nacimiento,
atencion médica en las primeras horas de vida y la evolucién durante su estancia en las
salas a donde fueron referidos los recién nacidos. El grupo control, conformado por
recién nacidos sin sospecha de infeccién y recién nacidos con sospecha de infeccion sin
identificacion de algin microorganismo; por cada paciente caso se analizaron 4 pacientes
controles. Para identificarse los factores de riesgo en el grupo control, de igual forma se
recurrio a la revision de los expedientes clinicos y reportes microbiolégicos del laboratorio
de microbiologia.

ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis se bas6 en la distribucion proporcional de las variables y presentados en
gréficos y tablas de frecuencia porcentuales y tasas.

Los resultados se presentan como medias y porcentajes. Para comparar las
caracteristicas entre los grupos, se empleé ya sea el test de X* o la prueba exacta de
Fisher en el analisis de las variables categoéricas, y la prueba de t de Student para el
andlisis de las variables continuas. EI modelo de regresién logistica se empled para
calcular los odd ratios univariados y multivariados, con un intervalo de confianza de 95%
para identificar factores asociados con sepsis neonatal. Las variables con P < 0.05 en el
andlisis univariado se incluyeron en el analisis multivariado.

Los datos fueron introducidos y procesados por métodos computarizados utilizando el
programa SPSS-17 (2008).

ASPECTOS ETICOS.

Riesgo igual al minimo.
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CAPITULO 8. RESULTADOS

La poblacién en estudio se conformd por 75 recién nacidos, los cuales estuvieron
asignados a tres grupos: 1) neonatos sin manifestaciones clinicas de infeccion (control;
n=30); 2) neonatos con sospechas clinica de sepsis neonatal (n=30); y 3) neonatos con
sepsis corroborada mediante el andlisis de DGGE (n=15).

Caracteristicas socio-demograficas maternas.

La edad del grupo control fue de 27.3+7.7 afios mientras que en el grupo de neonatos con
sospecha de sepsis fue de 25.3+7.0 y del grupo de sepsis neonatal fue de 26.9+6.7
(Cuadro 1). El 90% de las madres del grupo control presentd una escolaridad superior a
los 6 afios; en tanto que el grupo de sospecha de sepsis y sepsis neonatal fue del 80%.
En relacion al manejo prenatal, el grupo control present6 el mayor porcentaje con el 77%
de asistencias a las consultas clinicas, en tanto que el grupo conformado por la sospecha
de sepsis fue del 60% y el grupo de sepsis neonatal correspondié al 53.3%; sin embargo,
en ninguno de estos variables analizadas se encontraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control (Cuadro 1).

CUADRO 1. CARACTERISTICAS SOCIO DEMOGRAFICOS MATERNAS.

Control SS SN
(n=30) (n=30) (n=15) P
Edad materna (afios) 271377 2537 26.9+6.7 0.5
Escolaridad (%)
Menor a 6 afios 2 (6.6) 6 (20) 3 (20) 0.2
Mayor a 6 afios 28 (93.3) 24 (80) 12 (80)
Control prenatal (%)
Si 23 (76.6) 18 (60) 8 (53.3) 0.2
No 7 (21.3) 12 (40) 7 (46.6)

Sospecha de sepsis (SS), Sepsis neonatal (SN); valores de la edad materna
representados como el promedio + desviacion estandar.
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Antecedentes gineco-obtétrico.

De acuerdo al numero de embarazos, encontramos que las madres primigestas o con
més de dos embarazos tanto del grupo control, sospecha de sepsis como del grupo con
sepsis neonatal fueron similares entre si (Cuadro 2; p=0.2). El antecedente de aborto del
grupo control fue del 30% en tanto que en los grupos de sospecha de sepsis y sepsis
neonatal alcanz6 el 20%. Estas variables no mostraron diferencias estadisticamente
significativas con respecto al grupo control (Cuadro 2; p=0.6).

El apego materno en su vigilancia prenatal mayor a 20 semanas gestacionales en el
grupo control y en el de sepsis neonatal fue del 53% mientras que en el grupo de
sospecha de sepsis mostré6 un aumento significativo del 86% (26 pacientes) en el apeg6
en la vigilancia médica con respecto al grupo control (Cuadro 2; p=0.02)

CUADRO 2. ANTECEDENTES GINECO-OBSTETRICOS.

Control SS SN P
(N=30) (N=30) (N=15)
Num. Embarazos
Primigestas 12 (40%) 17 (56.6%) 5 (33.3%) 0.2
2 2 gestaciones 18 (60%) 13 (43.3%) | 10 (66.6%)
Abortos
Si 9 (30%) 6 (20%) 3 (20%)
No 21 (70%) 24 (80%) 12 (80%) 0.6
Control prenatal en
semanas
<20 13 (43.3%) 4 (13%) 6 (40%) 0.02
220 17 (56.6%) 26 (86.6%) 8 (53.3%)
Nam. consultas
prenatales # 517+ 3.6 293+28 4.13+54 0.009
Nam. consultas
prenatales
<5 12 (40%) 25 (83.3%) 10 (66.6%) 0.002
25 18 (60%) 5 (16.6%) 5 (33.3%)

& valor promedio * desviacion estandar.
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Antecedentes patolégicos maternos.

De los antecedentes fisiopatol6gicos maternos que se encuentran asociados a la
prematurez de los nacimientos y son factores de riesgo para el desarrollo de la sepsis
neonatal se encuentran la diabetes gestacional, hipertension arterial sistémica,
preeclampsia, e infecciones del tracto urinario y cérvico-vaginal; sin embargo, estas
variables no fueron estadisticamente significativas entre los tres grupos de estudio
(Cuadro 3).

Considerandose el antecedente materno de Diabetes Mellitus y sus repercusiones sobre
la gestacion, se encontré que el grupo control presentd esta patologia en el 33% de las
madres; en tanto que en el grupo de sospecha y de sepsis neonatal fue menor al 10%
mostrando diferencias estadisticamente significativas (Cuadro 3; p=0.02). Al considerar
simultdneamente la infeccibn en vias urinarias y la cérvico-vaginal encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de estudio (p=0.04;
Cuadro 3).
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CUADRO 3. ANTECEDENTES PATOLOGICOS MATERNOS.

Control SN SS
(n=30) (n=15) (N=30) P
DM (%)
Si 10 (33.3) 1 (6.6) 3 (10) 0.02
No 20 (66.6) 14 (93.3) 27 (90)
DG (%)
Si 10 (33.3) 0 (0) 3 (10) 0.06
No 20 (66.6) 15 (100) 27 (90)
HAS (%)
Si 7 (23.3) 5 (33.3) 7 (23.3) 0.7
No 23 (76.65) 10 (66.6) 23 (76.6)
PE (%)
Si 4 (13.3) 4 (26.6) 6 (20)
No 26 (86.6) 11 (73.3) 24 (80) 0.5
IVU (%)
Si 5 (16.6) 6 (40) 7 (23.3) 0.2
No 25 (83.3) 9 (60) 23 (76.6)
CV (%)
Si 4 (13.3) 4 (26.6) 6 (20) 0.5
No 26 (86.6) 11 (73.3) 24 (80)
IVU + CV (%)
Si 8 (26.6) 3 (20) 1(3.3) 0.04
No 22 (73.3) 12 (80) 29 (96.6)

Diabetes Mellitus (DM), Diabetes gestacional (DG), Hipertensién Arterial Sistémca (HAS),

Preeclampsia (PE), Infeccion de Vias Urinarias (IVU), Cervicovaginitis (CV).
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Morbilidad obstétrica.

El empleo de maduradores pulmonares (betametasona y/o dexametasona) como parte del
tratamiento complementario y la resolucion del embarazo via vaginal o por cesarea no
mostroé diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de estudio (Cuadro
4; p=0.6). En relacion al nimero de dosis de los esteroide usados en el grupo de sepsis
neonatal se utilizaron esquemas dobles (27%) y cuédruples (20%), en tanto que en el
grupo de sospecha fueron de una sola dosis (27%) y doble (17%).

La ruptura prematura de las membranas fetales con més de 6 horas de evolucion fue para
el grupo control del 7%, en tanto que en el grupo de sospecha y sepsis neonatal se
incremento en el 17% y el 47% respectivamente. Esta variable mostro diferencias
estadisticamente significativas con respecto al grupo control (p=0.005; Cuadro 4).

CUADRO 4. MORBILIDAD OBSTETRICA.

Control SS SN
(n=30) (n=30) (n=15) P
RPMF (%)
Si 3 (10) 6 (20) 7 (46.6) 0.01
No 27 (90) 24 (80) 8 (53.3)
RPMF (%)
Mayor a 6 horas 2 (6.6) 5 (16.6) 7 (46.6) 0.005
Sin ruptura 28 (93.3) 25 (83.8) 8 (53.3)
MP (%)
Si 13 (43.3) 7 (46.6) 0.6
No 77 23 (76.6) 8 (53.3)
VRE (%)
Cesérea 28 (93.3) 30 (100) 14 (93.3) 0.4
Parto 2 (6.6) 0 (0) 1 (6.6)

Ruptura Prematura de Membranas Fetales (RPMF), Maduradores Pulmonares (MP), Via
de Resoluciéon del Embarazo (VRE).
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Condiciones Clinicas de los Neonatos.

La calificacion de Apgar realizado al minuto y a los cinco minutos de vida tomando como
referencia el valor de 6, el peso al nacer y el peso al nacer mayor de 2500 gramos no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de estudio
(Cuadro 5).

En una corte realizado tomando como referencia el peso al nacimiento de 1500 gramos
que obtuvimos en el grupo control se presenté en 13% de la poblacion en tanto el valor se
incremento al 40% en los grupos de sospecha y sepsis neonatal (Cuadro 5; p= 0.03). El
porcentaje de los neonatos que requirieron reanimacion en el grupo fue del 23%, en tanto
gue en el grupo de sospecha y de sepsis neonatal fue del 57% y del 40% respectivamente
con diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control (Cuadro 5; p=
0.03 ). La edad gestacional mayor a 37 semanas de gestacion en el grupo sospecha y
sepsis neonatal fue del 27% y fueron estadisticamente significativas con respecto al grupo
control (p=0.01).
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CUADRO 5. CONDICIONES DE LOS RECIEN NACIDOS.

Control SS SN casos
(n=30) (n=30) (n=15) P
Apgar al minuto 1
Menor a 6 3 (10.0) 8 (26.6) 3 (20) 0.2
Mayor a 6 27 (90.0) 22 (73.3) 12 (80)
Apgar al minuto 5
Menor a 6 0 (0) 5 (16.6) 2 (13.3) 0.1
Mayor a 6 30 (100) 25 (83.3) 13 (86.6)
Peso gramos 2691.7 £948 | 1785.7 +902.8 | 1956.3 £ 841.2 0.01
Peso al nacer (%)
Menor a 1500 g 4 (13.3) 12 (40.0) 6 (40) 0.04
Mayor a 1500 g 26 (86.6) 18 (60.0) 9 (60)
Peso al nacer (%)
Menor a 2500 g 27 (90.0) 23 (76.6) 11 (73.3) 0.2
Mayor a 2500 g 3(10.0) 7 (23.3) 4 (26.6)
SP (%)
Si 12 (40) 8 (53.3) 0.5
no NA 18 (60) 7 (46.6)
Reanimacioén (%)
Si 7 (23.3) 17 (56.6) 6 (40) 0.03
no 23 (76.6) 13 (43.3) 9 (60)
Edad gestacional ® 37.3+25 33.7+3.6 33.2+46 0.001
Edad gestacional (%)
Menor a 37 12 (40.0) 22 (73.3) 11 (73.3) 0.01
Mayor a 37 18 (60.0) 8 (26.6) 4 (26.6)
Edad gestacional (%)
Menor a 32 1(3.3) 10 (33.3) 6 (40) 0.04
Mayor a 32 29 (96.6) 20 (73.3) 9 (60.0)

Surfactante Pulmonar (SP), ® valores representados en promedio + desviacion estandar.

NA: No aplica.
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Laboratorio clinico de las muestras de sangre.

El valor promedio de la hemoglobina en el grupo control fue de 17 g/ml, siendo similar al
grupo de sospecha (15.9 g/ml) y de sepsis neonatal (16 g/ml), no encontrandose
diferencias estadisticamente significativas (p=0.2; Cuadro 6). Los valores promedios de
leucocitos, neutrofilos, linfocitos y la relacion bandas/neutréflos fueron similares en los tres
grupos de estudio (Cuadro 6).

La concentracion de la proteina C-reactiva en los grupos de sospecha y sepsis neonatal
fue de 10.13+ 13.34 y de 12.13+15.83 respectivamente. Estos valores se incrementaron
3.6 veces en el grupo de sospecha y de sepsis neonatal con respecto al grupo control
(Cuadro 6; p=0.01).

CUADRO 6. LABORATORIOS DE LOS RECIEN NACIDOS.

Control SS SN
(n=30) (n=30) (n=15) P
Hemoglobina (g/ml) 17.11 +2.57 159 +3.37 16.04 £ 2.20 0.2

Leucocitos (cel/ml) 16303.3 + 5450 15233 £10939 | 12893 +5795 | 0.4

Neutrofilos (cel/ml) 9791 + 5055 8807 + 8636 8102 + 4740 0.7
Linfocitos (cel/ml) 4826 + 1752 4614 + 2708 3853 + 1890 0.3
Bandas (cel/ml) 467 + 608 529 + 750 329 + 312 0.6
Proteina C-reactiva 3.331+4.61 10.13+13.34 12.13+15.83 | 0.01
(g/ml)

Valores expresados en media + desviacion estandar.
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Identificacion microbiolégica mediante el cultivo bacteriolégico.

Al momento de presentarse la sintomatologia clinica de infeccién neonatal, se procedié a
la toma de muestras de liquidos estériles para los cultivos correspondientes y
posteriormente se iniciaron los esquemas de tratamientos pertinentes.

Urocultivo.

Se practicaron seis cultivos bacteriologicos y solamente en 1 caso (16.7%) que
correspondi6 al grupo de sepsis corroborada fue positivo encontrandose a Enterobacter
cloacae como la bacteria responsable de la infeccion.

Liquido Cefalorraquideo

Se realizaron 3 cultivos de liquido cefalorraquideo, ni uno fue positivo.

Hemocultivo

Se realizaron un total de setenta y cinco hemocultivos. En el grupo control se detectaron a
S. epidermidis en dos (6.7%) de las 30 muestras analizadas. En el grupo de sospecha no
se detect6 ningun cultivo positivo.

En el grupo de sepsis neonatal se detectaron en 6 pacientes (40%) el crecimiento
bacteriologico de Enterococcus., S. epidermis., E. agglomerans., S. aureus., E. coli y K.
pneumoniae como las bacterias causantes del proceso infeccioso (Cuadro 7). Las
bacterias méas frecuentemente aisladas fueron E. coli y K. pneumoniae.

El hemocultivo detecto en 3 (20%) pacientes el aislamiento simultdneo de dos bacterias;
los cuales correspondieron a Cocos gram positivos/S. epidermis (paciente 3), E.
agglomerans/E. coli (paciente 6) y K. pneumoniae/S. eureus (paciente 8).

En 9 (60%) casos de las muestras analizadas en hemocultivo no detecto el crecimiento
bacterioldgico.
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Identificacién bacteriol6gica en mediante la prueba molecular de PCR-DGGE.

La muestra biolégica que se utiliz6 para la identificacion de las bacterias mediante la
PCR-DGGE fue la sangre. En el grupo control no encontramos en ninguno de los casos la
amplificacion del dominio-3 de la region variable del 16S rDNA. Sin embargo, de las 15
muestras del grupo de sepsis neonatal que fueron amplificadas por PCR obtuvimos una
banda de 233 pares de bases que corresponde al tamafio esperado para este dominio
(Figura 1).

Posteriormente estas muestras fueron sometidas al corrimiento electroforético en un
gradiente desnaturalizante de 20-70% de formamida/urea. De las 15 muestras del grupo
de sepsis neonatal, solamente en un caso (paciente 4) no detectamos el corrimiento
electroforético de ninguna banda (Figura 2; carril 10). De las 14 muestras del grupo de
sepsis neonatal detectamos 37 diferentes patrones de banda bacterias que no
correspondieron con el marcador de especies (Figura 2); en tanto que , las bandas que
correspondieron con el marcador de especies fueron E. faecium, S. aureus, y E. coli
(cuadro 7).

CUADRO 7. COMPARACION ENTRE EL HEMOCULTIVO Y LA PRUEBA MOLECULAR
DE PCR-DGGE DE LOS TRES GRUPOS DE ESTUDIO.

Numero de Bacterias
bandas detectadas por la
Hemocultivo detectadas por la PCR-DGGE
PCR-DGGE
Control (n=30) | S. epidermidis (2) 0 0
SS (n=30) 0 0 0
SN (n=15) Enterococcus, S. epidermis, E. faecium (2), S.
E. agglomerans, S. aureus, 37 aureus (2), y E. coli
E. coli (2) y K. pneumonia (2), 4).

Sospecha de Sepsis (SS), Sepsis Neonatal (SN).
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Figura 1 Amplificacion del 16S rDNA. Carriles: (1) peso
molecular; (2-6) bacterias de referencia; (8-14) neonatos con
sepsis; (7) control negativo de PCR.
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Figura 2 Huella molecular de la PCR-DGGE. a) S. saprophyticus,
b) S. aureus, c) E. coli, d) SGB, e) U.urealyticum, f) L monocytogenes,
g) E. faecium; (7-21) neonatos con sepsis; (22-28) grupo control.

Los sintomas clinica mas frecuentes que se presentaron en el grupo de sepsis neonatal
confirmada por la PCR-DGGE fueron polipnea (20%), trombocitopenia (6.6%), hipotermia
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(6.6%), disglicemia (6.6%), vasopasmo (6.6%), aumento de la proteina C-reactiva
(6.6%) y aumento del volumen en tejidos blandos (6.6%).

En la CUADRO 7, se enumeran los sintomas iniciales en los Recién Nacidos con
sospecha de sepsis.

CUADRO 7. SINTOMAS INICIALES SUGERENTES DE INFECCION EN LOS RN CON
SOSPECHA DE SEPSIS

Manifestaciones clinicas de los casos con
Sospecha de Sepsis.

Distermias

Polipnea

W~ O

Incremento en el conteo de leucocitos y
bandas

Vasospasmo y mal llenado capilar

Disglicemias

Leucopenia

Distensién abdominal

Hidrops no inmune

Gastrosquisis

Rk (NN W

Trombocitopenia
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CAPITULO 9. DISCUSION

Un padecimiento infeccioso en los recién nacidos que no es evidenciado de forma
oportuna, por las gama amplia de manifestaciones clinicas, culmina en diversos cambios
fisiolégicos denominados sindrome de respuesta inflamatoria sistémica que representa la

antesala de complicaciones importantes que ponen en riesgo la vida de los recién nacidos
(40)

En el Instituto Nacional de Perinatologia se reporta una alta incidencia de sospecha de
sepsis neonatal. Los neonatos reciben una terapia antimicrobiana prolongada en la
mayoria de las ocasiones, aumentando el riesgo que a futuro se presenten
microorganismos con resistencia antimicrobiana. Partiendo de éstas consideraciones, se
realizo el trabajo de investigacion para identificar cuéles son los factores de riesgo que se
presentan en las madres y en los recién nacidos para desarrollar sepsis neonatal.

Las edades de las madres no representaron ser un factor de riesgo, en contraposicion a
los reportes de Klinger y colaboradores (2009), asociaron la edad materna con el riesgo
para que los neonatos pudieran presentarse hasta de 3.0 veces mas la sepsis neonatal
con respecto al grupo control “*42,

La presencia de enfermedades crénicas degenerativas y propias del embarazo (diabetes
mellitus, hipertension crénica, preeclampsia) en las madres, se asocian en los neonatos a
gue nazcan de forma prematura, con bajo peso, desarrollo de neutropenia y
trombocitopenia “¥, los que vuelve vulnerables a los neonatos para ser colonizados e
infectados por microorganismos, sin embargo, nosotros no encontramos esta asociacion.
Resultados similares a nuestros hallazgos han sido reportados previamente por Procianoy
y colaboradores (2010) “¥.

Se ha estimado que la frecuencia de nacimientos por cesarea ha aumentado de forma
dréastica, sin existir indicaciones precisas en un 40 a 50% de los casos “**”; en el Instituto
Nacional de Perinatologia, se ha reportado un nimero similar de nacimientos por ésta via.
El beneficio indirecto de este procedimiento es reducir el contacto del recién nacido con
los microorganismos del canal del parto, por lo que se disminuye la incidencia de sepsis
neonatal “® “9. Este mecanismo de nacimiento no influye en el riesgo para desarrollar
sepsis neonatal tardia, cuyos factores de riesgo se asocian al tiempo de estancia en la
unidad de cuidados intensivos neonatales y la presencia de microorganismos
nosocomiales.
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Seale y colaboradores (2009) reportaron que el factor de riesgo materno-fetal se da el
primer embarazo “?; en nuestra poblacién en estudio no se encontrd dicha asociacion

(Cuadro 2).

En la Norma Oficial Mexicana para la Vigilancia y Control del Embarazo ®% se expone que
un control prenatal ideal debe de iniciarse desde el primer trimestre del embarazo y
cumplirse como minimo 5 consultas. Los datos encontrados en nuestro estudio identifico
que el control prenatal se inicié en promedio a la mitad del embarazo, y las madres de los
neonatos sin manifestaciones clinicas de infeccién tuvieron su primer contacto con la
Instituciébn de 4 a 7 semanas antes que las madres de los neonatos con sepsis
corroborada (Cuadro 2). Al parecer el embarazo no crea el interés adecuado para solicitar
atencion médica en las primeras semanas de gestacion, lo que ayudaria a conocer
condiciones mérbidas que pueden complicar la evolucién del embarazo.

Los principales factores de riesgo maternos considerados para que los neonatos
desarrollen sepsis neonatal, son la ruptura prematura de membranas, fiebre materna,
coriamnioitis, infecciones cervicovaginales y de vias urinarias, ademas de la interrupcion
del embarazo antes de la semana 37 ®*®9 Al igual que estos reportes, nuestros
resultados identificaron que la ruptura prematura de membranas se presentd en el mayor
namero de las madres de los recién nacidos con sepsis corroborada, siendo ésta de larga
evolucion, lo que condujo a que se desencadenara el trabajo de parto prematuro. Los
estudios de Linger y Herbst en 2007 “* %7, reportan que a mayor tiempo de ruptura de
membranas, mayor es el riesgo para que los neonatos presenten complicaciones,
principalmente sepsis neonatal, observacion realizada en nuestra investigacion.

Secundario al trabajo de parto prematuro, el empleo de esteroides como inductores de la
maduracion pulmonar se hace necesario, sin embargo, existen datos contradictorios
relacionado al numero de dosis empleadas, momento ideal de administrase a las
gestates. Existen reportes en donde se indica que el emplear varias dosis de esteroides,
asociado a la ruptura prematura de membranas y preeclampsia, aumentaba
exponencialmente el riesgo para desarrollar sepsis neonatal *®. Sin embargo, diversos
reportes refieren que el empleo de betametasona reduce la enfermedad pulmonar en los
prematuros y no se asocia a sepsis neonatal o muerte de este grupo de recién nacidos
%9 De los hallazgos de nuestra investigacion, las madres de los neonatos a quienes se
les corrobor6 sepsis neonatal y los neonatos con manifestaciones clinicas de infeccion, el
44.4% habian recibido esteroides en mas de una dosis. Es posible comentar que se
observo la asociacion de recibir esteroides y el riesgo para desarrollar sepsis neonatal en
los neonatos, ya que ninguna de las madres de los neonatos sin manifestaciones clinicas
de infeccion recibié dichos farmacos.
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Se tiene el conocimiento de que la hipoxia intraparto contribuye a aumentar el riesgo de
sepsis neonatal por el compromiso respiratorio, cardiaco e imnunoldgico que ocasiona en
los recién nacidos ©©, sin embargo, los neonatos con sepsis neonatal corroborada no
presentaron asfixia perinatal, por lo que esta condiciébn no se puede tomar en cuenta
como de riesgo en nuestro hospital.

Los recién nacidos de bajo peso y prematuros tienen mayor riesgo de presentar sepsis
neonatal ®. Esta informacion se corroboré en nuestra investigacién al conocerse que los
neonatos con sepsis corroborada fueron prematuros y de bajo peso, a diferencia de los
otros dos grupos de neonatos. La asociacion de prematurez y bajo peso con sepsis
neonatal condicionan a que el sistema inmune “inmaduro” del recién nacido, no tenga la
capacidad de responder a la presencia de padecimientos infecciosos, al igual que por
permanecer un mayor tiempo en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales los
expone a microorganismos nosocomiales.

El compromiso del sistema inmune, especificamente referida como neutropenia ¥, se
reporta en mayor nimero en los recién nacidos hijos de madres con preeclampsia “*, y
por consiguiente con el riesgo para presentar sepsis neonatal. Nosotros no coincidimos
con dichas observaciones, ya que en ninguno de los neonatos investigados se report6 con
neutropenia, ni se observl la asociacion de preeclampsia-neutropenia (Cuadro 6). La
relacion de células inmaduras (bandas) y el nimero total de neutréfilos mayor de 0.2, se
considera como un parametro directo de sepsis neonatal ¢* ®, siendo diferente nuestros
resultados, al no obtenerse dicha relacion en ninguno de los recién nacidos con sepsis
neonatal corroborada (Cuadro 6). Los hallazgos comentados nos hacen comprender que
la presencia de valores normales de bandas, neutréfilos y leucocitos, no descartan la
presencia de un padecimiento infeccioso en los neonatos.

Desde hace varios afios se toma a la proteina C reactiva como un parametro de
laboratorio con una especificidad adecuada para considerar el diagnostico de sepsis
neonatal ¢, Dollner y colaboradores (2001) reportaron que la proteina C reactiva con
un valor de referencia mayor de 10 mg/L identifica de forma temprana a los recién nacidos
con sepsis neonatal "9 En nuestra Institucion, el valor de referencia considerado normal
es una proteina C reactiva menor a 6 mg/L, y los resultados de las determinaciones
realizadas a los neonatos con sepsis neonatal corroborada, report6 valores por arriba de
dicho valor de referencia, por lo que se puede tomar como un parametro confiable de
basqueda de los recién nacidos con sepsis neonatal (Cuadro 6).
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El hemocultivo es referido como el estandar de oro para corroborar sepsis neonatal, sin
embargo, del grupo de recién nacidos con el diagnéstico preciso realizado mediante la
técnica de DGGE, solamente en dos neonatos se obtuvo aislamiento microbiologico
mediante el cultivo de sangre. Ante la diferencia en el nimero de identificaciones de
microorganismos y corroboracion de la sepsis neonatal, es preciso explorar nuevas
técnicas de laboratorio que ayuden a realizar el diagnostico de forma mas temprana e
incidir en la evolucién y pronéstico de los recién nacidos enfermos, proponiéndose a la
técnica de DGGE como una herramienta adecuada para tales fines.
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CAPITULO 10. CONCLUSIONES

El control prenatal debe de iniciarse en la primera mitad del embarazo, con un
minimo de 5 consultas para identificar factores de riesgo prenatales.

La ruptura prematura de membranas es uno de los principales factor de riesgo
para desarrollar sepsis neonatal.

Los recién nacidos prematuros y de bajo peso, representan el grupo de pacientes
coNn mayor riesgo para que se presenten sepsis neonatal.

La proteina C reactiva es el parametro de laboratorio mas confiable para valorar a
los recién nacidos con sospecha de la sepsis neonatal. Sin embargo, ésta
proteina es inespecifica, por elevarse con la presencia de cualquier proceso
inflamatorio.

La prueba de DGGE identifica a un nimero mayor de microorganismos causantes
de sepsis neonatal en comparacién con el cultivo de sangre.
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ANEXO 1: RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS

En el Departamento de Neonatologia se conté con los insumos necesarios para la
obtencion de la sangre neonatal.

En el Departamento de Infectologia e Inmunologia se conté con los reactivos y el
equipo necesario para el desarrollo total del estudio mediante. Se recibi6 apoyo
parcial otorgado por el INPerlER mediante el registro provisional PR080413 del
protocolo titulado “Identificacién de las bacterias patbgenas cominmente asociadas
a la sepsis neonatal mediante la amplificacion de la region variable del 16s rDNA en
combinacion con la electroforesis en geles desnaturalizantes” otorgado a HFH.
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