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RESUMEN

Introduccion: 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 infeccion han recibido tratamientos antimicrobianos con hemocultivo negativo. Una
alternativa en estos casos es la amplificacion de la subunidad ribosomal 16S rDNA en
combinacidn con la electroforesis en gradientes desnaturalizantes (DGGE). La PCR-DGGE
ha identificado bacterias cultivables y no cultivables en diversas muestras bioldgicas.

Objetivo: Detectar a las bacterias involucradas con el desarrollo de la sepsis neonatal
temprana mediante la amplificacion del gene 16S rDNA.

Material y M étodos: Las muestras de sangre neonatal fueron obtenidas por puncion de la
vena en dos grupos de estudio: sin (control; n=15) y con evidencias de sepsis temprana
(casos; n=29). El hemocultivo se desarrollo con 500ul de sangre para el crecimiento de
gram-positivas y gram-negativas. EI DNA bacteriano se aislé a partir de 50 ul 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: En los casos con sepsis neonatal temprana, el hemocultivo aislé en el 21% y
7% de los casos, a una bacteria y dos bacterias respectivamente. Las bacterias que se
identificaron fueron Staphylococcus, Enterococcus, Escherichia coli, Enterobacter,
Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus. La bacteria que tuvo una mayor
frecuencia de aislamiento en el hemocultivo fue Escherichia coli 6.89% (dos pacientes). En
relacién con el método molecular obtuvimos en los 29 casos con sepsis neonatal temprana
se logro el amplificado con un tamafio esperado de 233 pares de bases que corresponde con
el dominio-3 del 16S rDNA. Sin embargo, al evaluar el corrimiento electroforético en
gradiente observamos ninguna banda que pudiéramos asociar con alguna bacteria patdgena.

Conclusiones: EI hemocultivo corrobor6 en el 21% de los casos el proceso de sepsis; sin
embargo, la prueba molecular PCR-DGGE no logro6 corroborar en ninguno de los 29 casos
el proceso de infeccidn. La baja sensibilidad del analisis molecular de PCR-DGGE puede
deberse al prolongado almacenamiento de las muestras antes de su analisis electroforético.
En éste sentido proponemos nuevas condiciones para el manejo del DNA bacteriano.

Palabras C lave: Sepsis Neonatal Temprana; Hemocultivo; Gene 16S rDNA;
Electroforesis en Gradiente Desnaturalizante.
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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 detected the bacterial involved in the
development of early neonatal sepsis by the 16S rDNA gene amplification.

Materials and M ethods: Blood-samples of newborns without (control group, n=15) and
with clinical early neonatal sepsis evidences (cases, n=29) was admitted to the neonatal
intensive care unit of National Institute of Perinatology, México City. In the cases of early
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. Five hundred microliters of
blood was used for the microbial analysis of gram-positive and gram-negative bacteria.
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: In cases with early neonatal sepsis, blood culture was isolated in 21% and 7% one
and two bacteria, respectively. The bacteria identified were Staphylococcus, Enterococcus,
Escherichia coli, Enterobacter, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus. The
bacteria had a higher frequency of isolation was Escherichia coli 6.89% (two patients). In
relation to the molecular method obtained in the 29 cases with early neonatal sepsis was
successfully amplified with the expected size of 233 bp corresponding to the domain-3 of
the 16S rDNA. However, in assessing the denaturing gradient electrophoretic shift did not
observe any band that we associate with some pathogenic bacteria.

Conclusions: The blood culture confirmed in 21% of cases the process of sepsis, however,
the PCR-DGGE molecular test failed to corroborate any of the 29 cases the infection
process. The low sensitivity of molecular analysis of PCR-DGGE may be due to prolonged
storage of samples before electrophoretic analysis. In this sense, we propose new conditions
for management of bacterial DNA.

Keywords: Neonatal sepsis; Hemocultive; Gene 16S rDNA; Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis.

| 12



2010

== ¥ INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

1.0 MARCO TEORICO

1.1 Sintesis del Proyecto.

La sepsis neonatal es un problema de salud publica a nivel mundial, su incidencia se
presenta en 1 a 8 casos por cada 1,000 nacimientos; sin embargo, el desarrollo clinico de
ésta patologia produce hasta el 40% de la mortalidad y morbilidad registradas anualmente
en las unidades neonatales de cuidados intensivos [1-7]. En el Hospital General de México

la tasa es de 4 a 15.4 casos por cada 1000 recién nacidos vivos [5-7].

El cuadro clinico inicial de la sepsis neonatal presenta signos y sintomas inespecificos, son
poco intensos y puede ser confundidos como manifestaciones transitorios de adaptacion del
recién nacido. La evolucion del proceso clinico-infeccioso puede ser fulminante, llevando a
la muerte al neonato en cuestion de horas después de su deteccidn clinica; esta condicion se
complica en neonatos prematuros con menos de 32 semanas de gestacion y menores de

1000 gramos, en los cuales el diagnostico oportuno representa un reto [7-13,26].

La corroboracion clinica de la sepsis neonatal se realiza mediante el hemocultivo, el cual es
considerado el “estandar de oro” y constituye una importante herramienta de diagndstico;
sin embargo, esta técnica tiene diversas limitaciones relacionadas con: 1) el volumen de
sangre que se obtiene del recién nacido, 2) la viabilidad de los microorganismos para su
crecimiento, 3) se requieren de micronutrientes especificos para el crecimiento bacteriano,
4) solo se detectan ciertos microorganismos especificos, 5) se requieren de por lo menos
cinco dias para el reporte bacterioldgico y 6) menos del 40% de las muestras analizadas se
logra identificar a algunas bacteria patdgenas [26]. Por lo anterior es importante que el
cuerpo médico neonatal cuente con métodos confiables de deteccion que apoyen la toma de
decisiones para el manejo terapéutico en aquellos casos con evidencias clinicas de sepsis

neonatal.

Actualmente en nuestro grupo de investigacion se estd comenzando a explorar la biota

bacteriana patdgena contenida en sangre neonatal mediante la amplificacion del gene 16S

| 13
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rDNA en combinacién con la electroforesis en gradiente desnaturalizante (PCR-DGGE)
[23]. En el presente estudio se analizara en sangre a las bacterias involucradas en el

desarrollo de la sepsis neonatal temprana mediante la prueba molecular de PCR-DGGE.

1.2 Planteamiento del Problema

La sangre es la muestra bioldgica, en la cual se identifican a las bacterias responsables de la
sepsis neonatal. A diferencia del volumen de sangre que se obtiene de un adulto en los
recién nacidos éste es menor a 1.0 mililitro y se ha estimado que en ésta se encuentran
aproximadamente 500 bacterias o unidades formadoras de colonias, de las cuales no todas
son viables para su desarrollo en condiciones in vitro, estas condiciones reducen la
sensibilidad y especificidad del hemocultivo como prueba de diagndstico [3,4]. Del total de
las muestras analizadas mediante el hemocultivo solo en el 39.0% de los casos se da un
reporte positivo para la identificacion de las bacterias patdgenas asociadas con la sepsis
neonatal temprana, el resto de los casos se mantiene la incertidumbre si el resultado
negativo es debido a la baja sensibilidad y especificidad del hemocultivo como prueba de

diagnostico [26].

Actualmente existen diversas estrategias moleculares que no dependen del cultivo
bacterioldgico y permiten la identificacion de diversos microorganismos. Estas estrategias
se basan en el analisis del DNA bacteriano [31]. Uno de los blancos moleculares
actualmente utilizados es la amplificacion de la region variable del gene 16S rDNA lo que
ha permitido la identificacion en sangre de diversas bacterias patdgenas tanto cultivables
como las no-cultivables [26-30]. EI 16S rDNA ofrece grandes ventajas con respecto al
hemocultivo 1) requiere de pequefias cantidades de sangre neonatal, 2) no se requiere de la
viabilidad celular bacteriana, 3) es capaz de detectar diversas bacterias, 4) tiene mayor
sensibilidad y especificidad con respecto al hemocultivo, y 5) requiere de 24 horas para la
identificacion de las bacterias causantes de la infeccion [26-30].
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Recientemente Zavala-Diaz de la Serna y cols (2009) analizaron en 15 neonatos con
evidencias clinicas de sepsis la deteccion bacteriana en 14 (93.3%) del total de las muestras
analizadas. En este estudio se reporto la deteccion simultanea de dos bacterias en 12 casos
(85.7%) y en 2 casos solo se detectd una bacteria (14.3%). La prueba molecular de PCR-
DGGE logro identificar 2.3 veces mas casos clinicos con respecto al obtenido por el
hemocultivo, corroborando la decision medica. En el presente estudio se tiene como
objetivo la deteccion de las bacterias en los neonatos con evidencias clinicas de sepsis

neonatal temprana [34].

1.3 Antecedentes

La sepsis neonatal es un sindrome clinico caracterizado por signos y sintomas evidentes de
infeccion sistémica. Las bacterias al entrar en contacto con la sangre, pueden diseminarse e
infectar diferentes Organos y tejidos en los que se encuentran meningitis, neumonia,

artritis, osteomielitis e infecciones del tracto urinario [1].

La identificacion y corroboracion de la sepsis neonatal temprana es un reto para el cuerpo
médico encargado de las unidades de terapia intensiva, con el fin de unificar, facilitar y
brindar herramientas diagndsticas en materia de sepsis, en el 2001 y 2005 en el Consenso
Internacional de Sepsis en Pediatria, se reunieron 20 expertos en investigacion clinica
provenientes de 5 paises, quienes plantearon definiciones, criterios y conceptos para el

diagndstico de sepsis.

1.3.1 Datos Epidemioldgicos de la Sepsis Neonatal.

La incidencia de sepsis neonatal de acuerdo a la bibliografia internacional varia entre 1-8
por mil nacidos vivos [2, 3, 24, 25]. En México, en el Instituto de Perinatologia, se reporta
una incidencia de hasta 19 casos por cada 1,000 recién nacidos vivos, incidencia muy por
encima de lo reportado por Velazco Murillo y cols (2003). La incidencia de sepsis neonatal

de acuerdo a los datos del National Neonatal Perinatal Database 2002 en la India es de 30

| 15
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por cada 1000 nacidos vivos [1,4]. La tasa de mortalidad varia de acuerdo a la bibliografia
consultada entre un 30-40% [1-7] y se observan tasas mas altas en reciéen nacidos

prematuros y de bajo peso al nacimiento.

1.3.2 Clasificacion

De acuerdo al intervalo de tiempo en el cual son evidentes y sostenidas las manifestaciones
clinicas de sepsis en el neonato, ésta es clasificada como: 1) sepsis neonatal temprana y 2)

sepsis neonatal tardia.

Sepsis neonatal temprana.

Inicia cuando el neonato desarrolla los signos y sintomas en las primeras 72 horas de vida
extrauterina, las vias por la cual el neonato adquiere y desarrolla sepsis temprana son 1)
durante su desarrollo gestacional, como producto de un proceso materno-infeccioso
(corioamnioitis y vaginosis bacteriana) estos factores son considerados factores de riesgo
para el posible desarrollo de sepsis neonatal temprana, aunado a estos se tiene taquicardia
fetal (mayor 16 latidos por minuto), fiebre materna (<38°C), infecciones urinarias y
vaginales maternas; y 2) al momento del nacimiento cuando el neonato contacta a las
bacterias del tracto cérvico-vaginal. Las bacterias cominmente asociadas a la sepsis
neonatal temprana son Streptococo agalactiae, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,

Klebsiella sp, y Enterococcus sp.

Sepsis neonatal tardia.

Es el proceso infeccioso que aparece a partir de las 72 horas de vida extrauterina, el origen
méas frecuente es nosocomial o la adquirida en la comunidad, siendo las formas de
presentacion, via respiratoria (neumonia), septicemia o meningitis, las mas frecuentes. Las
bacterias asociadas a la sepsis tardia son Staphylococcus coagulasa negativo, S. aureurs,
Enterococcus sp, E coli, Klebsiella sp, Pseudomona spp, Streptococcus agalctiae y

Listeria monocytogenes.

| 16
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La sepsis nosocomial, tiene una incidencia del 2 a 5% de todos los recién nacidos
hospitalizados y hasta un 15% de los recién nacidos ingresados en la unidad de cuidados

intensivos por mas de 48 horas.

Varios factores predisponen el incremento de eventos de sepsis en el recién nacido como
son: el bajo peso al nacimiento y la prematurez ocupan los primeros lugares, admision a
unidades de cuidados intensivos, uso de ventilacion mecanica, procedimientos invasivos y

administracion de liquidos parenterales.

Los prematuros son los mas afectados, desarrollando sepsis nosocomial un 25-50% de los
menores de 29 semanas de gestacion al nacimiento y un 50 a 80% en los menores de 25
semanas. Factores que incrementan el riesgo de sepsis neonatal tardia adquirida en el
entorno familiar incluye una inadecuada higiene del cordon umbilical, biberones y
alimentos prelacteos. En contraste la alimentacion por pecho materno ayuda a prevenir
infecciones [1]. Por otra parte, las tasas de mortalidad en recién nacidos podrian ser aln tan

altas como de un 30 a 50%.

1.3.3 Manifestaciones Clinicas

Los signos y sintomas de la sepsis temprana son inespecificos y pueden atribuirse a otras
causas transitorias en el recién nacido; sin embargo, debido a la rapidez del deterioro de los
neonatos con verdadera sepsis y al éxito demostrado del tratamiento temprano, los médicos
gue se enfrentan al manejo de un recién nacido con datos clinicos sugestivos, deben realizar
rapidamente una sospecha diagndstica, y a su vez llevar a cabo pruebas diagndsticas

auxiliares para el inicio oportuno de la terapia antimicrobiana .

Sintomas inespecificos: alteraciones en la termorregulacién, apneas y bradicardia, distrés
respiratorio o quejido, letargia o irritabilidad, fiebre o hipotermia, hipo o hiperglicemia,

acidosis, hipotonia, vomito, o intolerancia de la via oral episodios de cianosis,
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convulsiones, hipertensién pulmonar persistente, hipoperfusion, piel marmorea, acidosis

metabolica, petequias o purpura, ictericia inexplicada y datos clinicos de choque.

Las manifestaciones clinicas es el pilar del diagndstico. Pero el aislamiento de un
microorganismo (bacterias, virus, hongos) en sangre, liquido cefalorraquideo, orina, otros
liquidos (peritoneal, articular, etc.) o en diferentes 6rganos, como pulmon o higado,

constituye el método de diagndstico de sepsis mas exacto y confirmatorio.

Se considera conveniente la realizacion de diversos estudios de laboratorio que nos
permiten valorar la respuesta inflamatoria sistémica a la cual esta siendo sujeta el recién

nacido.

1.3.4 Pruebas Clinicas para la Determinacion de la Sepsis Neonatal.

Después de que se ha determinado clinicamente la sepsis neonatal, se inicia el tratamiento
terapéutico el cual estd enfocado a la eliminacién de la sintomatologia infecciosa y
normalizar los signos vitales del recién nacido. Dependiendo de las caracteristicas clinicas,
el neonatélogo decide que muestras biologicas deberan de tomarse para el anélisis
bioguimico de laboratorio. La figura 1 indica los diferentes sitios que se realizan para la

toma de las muestras bioldgicas para la corroboracion de la sepsis neonatal.
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| Sepsis Neonatal |

Tratamiento antimicrobiano

l I | | !

| Orinal | LCR | | Aspirado gastrico | | Aspirado traqueal | | Sangre |

| Biometria hematica '—

| Proteina € ractiva '—

Procalcitonina

| Marcadores celulares '—

Se continua tratamiento
Aislamiento positivo f--=---=--=--%

| CULTIVO BACTERIOLOGICO I|=

Aislamiento negativo mmeemmeeeen

Se interrumpe tratamiento ‘

Figura 1. Diagrama en el que se sefialan las diferentes muestras corporales para la blusqueda de
agentes infecciosos. Liquido cefalorraquideo (LCR).

Orina.

La orina se obtiene por puncion vesical supra-pubica o por caterizacion de la uretra. El
urocultivo en neonatos antes de las 72 horas de vida tiene baja sensibilidad y en ausencia
de anomalias anatémicas conocidas (econografia fetal) no estad recomendado. Sin embargo,
su realizacion es obligada en todos los recién nacidos evaluados por sepsis tardia.

Liquido cefalorraquideo (LCR).

El andlisis del LCR logra predecir entre el 20 al 25% de las sepsis neonatales asociada a
meningitis. Este procedimiento no debe aplicarse si existe inestabilidad hemodinamica o
diatesis hemorragica. Es importante determinar si existe o no afeccion meningea en

relacion a la dosis y tipo de antibidtico a emplear y la duracion del tratamiento, por lo que
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debe de practicarse una puncion lumbar en cuanto lo permitan las condiciones clinicas del
neonato. La prueba de LCR, es util para la identificacion de meningitis, ya que éste
padecimiento complica un numero importante de los casos de sepsis. Se ha reportado que
los neonatos con meningitis pueden tener hemocultivos negativos y que la seleccion y
duracion del tratamiento antimicrobiano es diferentes en presencia de infeccion del sistema

nervioso central.

Aspirado gastrico.

La toma de la muestra géstrica tiene la finalidad de demostrar la presencia de un nimero
anormal de polimorfonucleares (mas de 5 por campo), lo cual indica un proceso infeccioso.
La sensibilidad y especificidad de éste procedimiento es muy baja y no se recomienda

como una medida diagndstica de rutina.

Aspirado traqueal.

En las fases tempanas de la sepsis neonatal los microorganismos patégenos pueden llegar
al pulmédn. Sélo hasta en el 30% de los casos existe el aislamiento del agente infeccioso y
hasta del 40% en el caso del aspirado endotraqueal el cual se practica en los nifios con
intubaciones prolongadas.

Sangre

La sangre, es la muestra bioldgica por la cual se analiza y se confirma si en el neonato estan
presentes diferentes marcadores de infeccion, variaciones en la cuenta inmunoldgica celular
(biometria hematica), incremento de proteinas secretadas en fase aguda de infeccion
(proteina C-reactiva y procalcitonina) y marcadores de superficie de la respuesta
inmunoldgica innata (CD11-b y CD 64) asi como la identificacion de las bacterias

patogenas los agentes etioldgicos de la sepsis.
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a) Biometria hematica.

En la Biometria hemaética se busca el incremento (>20,000 células/ mL) o la disminucion
(<5,000 células/mL) de la cuenta leucocitaria total. Estas variaciones sugieren el desarrollo
de un proceso infeccioso. La relacion entre los neutréfilos inmaduros y totales (I/T; x>0.16)
deben ser tomadas en cuenta. La cantidad de plaquetas por debajo de lo normal (100,000
células/mL) es un importante indicador de la fase tardia de la infeccion. Otras alteraciones
como los neutrofilos vacuolados o la aparicion de granulaciones toxicas en su interior,
deben alertar al clinico sobre la posibilidad de un proceso infeccioso activo. 517 Este

andlisis tiene una sensibilidad del 38% [15-17].

b) Proteina de fase aguda C-reactiva (PC-R).

Esta proteina es la inmunoglobulina producida por el higado en respuesta a un proceso
inflamatorio en fase aguda. Su concentracion en suero comienza a aumentar en el
transcurso de 6 a 8 horas después del estimulo inflamatorio. Su pico maximo se tiene entre
las 12-24 horas, aumentando su concentracién hasta 1,000 veces durante la fase aguda de la
infeccion, siendo su sensibilidad de 60% [(12]. Las mediciones seriadas a las 24 y 48 horas
aumenta la sensibilidad (82%) y especificidad (84%). Los valores normales de la PC-R son
de 1.6 mg/dl en los primeros dos dias de vida y de 1.0 mg/dl a partir de esa edad. Se han
encontrado valores superiores hasta en 80% de los recién nacidos con infeccion bacteriana.
Esta prueba llega a dar falsos positivo ante eventos de hemorragias intraventriculares,
aspiracion de meconio, enterocolitis necrosante, asfixia primaria, neumotdrax, cirugia e
inmunizacion, ruptura prolongada de la membranas fetales, pueden causar elevacion de los
valores de la PC-R [13].

¢) Procaltitonina (PCT).

La PCT es una proteina de 116 aminoacidos y es producida principalmente en las células
“C” de la glandula tiroides y por monocitos y las células hepaticas inducida por las
endotoxinas bacterianas [10]. Tiene una concentracion maximas 6 — 8 horas y permanecen

elevados durante 24 horas. La vida media de la PCT es de 25 a 30 horas y las
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concentraciones séricas no parecen afectarse por la edad gestacional, su sensibilidad y
especificidad que varian de 87 — 100%, concentracion asociada con la neurotransmision,
inmunomodulacion y control vascular durante la infeccion y en el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS).

d) Marcadores celulares de superficie.

Involucrados en la deteccion temprana de sepsis neonatal. Se sabe que antigenos de
superficie especificos de los leucocitos se expresan en cantidades sustanciales después de
que las células inflamatorias son activadas por bacterias o sus productos celulares, entre los
que destacan interleucina IL-6, IL-8, Factor de necrosis tumoral Alfa (TNF-o), marcadores
de superficie CD11-b y CD64 [9,20-22].

e) Cultivo bacteriologico.

La deteccidn de las bacterias patdgenas causantes de las infecciones se realiza mediante el
cultivo bacteriol6gico de la sangre (hemocultivo), el cual ha sido empleado en la clinica
como el estandar de oro para la identificacion, aislamiento y permite determinar la
susceptibilidad bacteriana a diferentes antibidticos. ElI hemocultivo requiere de dos
condiciones necesarias para el desarrollo y crecimiento de las bacterias [3,4]. La primera,
estd en relacién con la calidad propia del indculo, es decir, que las bacterias sean viables
para que se desarrollen en los medios condicionados, ademas se requiere que la muestra
contenga la cantidad minima de unidades formadoras de colonias (UFC) para que el
analista observe un crecimiento en los tiempos estimados para cada tipo de bacteria. Se ha
determinado que en condiciones 6ptimas se requieren de aproximadamente 10° UFC para
ser detectadas mediante el cultivo bacterioldgico [15]. A diferencia del volumen que
obtienen de los adultos, en los neonatos es menor a 0.5 mL de sangre y se ha estimado en
éste un contenido de aproximadamente 200 UFC, de las cuales no todas son viables para su
desarrollo. Esta situacion reduce considerablemente la sensibilidad para la deteccion de las

bacterias por el cultivo bacterioldgico [4,16].
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La segunda condicion, esta determinada por los requerimientos diferenciales del medio de
cultivo (nutrientes esenciales y pH optimo) asi como de las condiciones de incubacién
(temperatura, presion de CO,) las cuales estan desarrolladas y dirigidas para cada tipo de

bacteria.

Del total de las muestras analizadas sélo el 40% se logra el crecimiento de las bacterias y
solo son detectadas aquellas para los cuales esta dirigido el cultivo. El 60% de las muestras
analizas no se detecta el crecimiento de las bacterias causantes de la sepsis neonatal, mas
aun en estas muestras existe un porcentaje de resultados falsos negativos; es decir, aunque

estén presentes las bacterias no se observa su crecimiento.

Finalmente, el cultivo bacteriologico, no logra analizar el contenido total de las bacterias

que pudieran ser de interés para el entendimiento etioldgico de la enfermedad [15,16].

En las unidades especializadas en el cuidado del recién nacido se requieren de métodos
confiables que apoyen la toma de decisiones para el manejo terapéutico de aquellos casos
con evidencias clinicas y subclinicas de sepsis neonatal. Recientemente la region variable
ribosomal del 16S rDNA ha sido utilizada como blanco molecular bacteriano para la
exploracion e identificacion de las bacterias contenidas en muestras bioldgicas de interés
humana [5,6].

f) Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La amplificacién del acido nucleico (DNA) mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), es una metodologia que si bien tiene su impacto en é&reas de
investigacion basica, estd comenzando a ser aplicada en los laboratorios de microbiologia

clinica y biomédicos de la salud humana [27].

La PCR tiene mayor sensibilidad y especificidad para la deteccion de las bacterias

patogenas en muestra de sangre neonatal en comparacion con el hemocultivo (Tabla 1).
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Tabla 1. Comparaciéon en la sensibilidad y especificidad entre el hemocultivo y la

amplificacion molecular del DNA bacteriano por PCR.

Hemocultivo PCR
Sensibilidad <40 % 100 %
Especificidad <60 % 97 %
Cantidad de células requeridas ~200 1
Viabilidad celular Requerida NR
Medios de crecimiento Requeridos NR
Volumen de sangre requerida 600 a 800 pl 50 ul
Dias para el reporte 2a4 1

No requerido (NR), microlitros (ul)

A diferencia del hemocultivo, la PCR no requiere 1) viabilidad bacteriana para la deteccion;

2) crecimiento bacteriano previo; 3) 1 mL de sangre neonatal. Sin embargo, el método

molecular por PCR requiere 1) termociclador; 2) la enzima catalitica de la reaccion (Taq

DNA polimerasa); 3) nucledtidos (adenina, timina, citocina y guanina); 4) iniciadores

especificos y 5) un dia para dar el reporte bacteriologico. La PCR ha identificado una

amplia gama de microorganismos en los que se incluyen hongos, virus, protozoarios y

bacterias [26-30]. Estas caracteristicas favorecen a la PCR para ser empleada como

herramienta de diagndstico clinico.

El principio de la PCR, estd determinada por diferentes etapas las cuales consisten en

variaciones simultaneas de temperaturas las cuales son automatizadas en el termociclador

(Figura 2).
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Figura 2. Muestra las cuatro etapas de la PCR. Separacion de la doble cadena de DNA
(etapa 1), alineacién de los iniciadores (etapa 2), activacion y extension de la DNA
polimerasa (etapa 3), y inicio del ciclo nuevamente (etapa 4). La amplificacion del DNA es
exponencial con respecto a la concentracion de DNA inicial. La linea negra, indica el
posicionamiento de los iniciadores en el DNA y el circulo indica la activaciéon de la DNA
polimerasa, las flechas indican la direccién en la extension del DNA.

La primer etapa es el incremento en la temperatura a 92°C (45 segundos) lo que produce
que la cadena doble de DNA se separe en dos cadenas sencillas; cada una de éstas, servira
de moldes. La segunda etapa, consiste en la disminucion de la temperatura a 55°C (30 seg.)
permitiendo que los iniciadores, se unan a regiones especificas en la cadena sencilla del
DNA. Estos iniciadores son necesarios para que la Tag DNA polimerasa comience a unir
bloques de nucledtidos a la cadena en formacion. El tercer paso, consiste en la activacion
de la Tag DNA polimerasa a 72°C (45 seg), la cual adiciona las bases nitrogenadas
(adenina, citosina, guanina y timina) de acuerdo a la secuencia especifica del DNA molde.
En ésta etapa se produce la extension del DNA y se da por terminado el ciclo de
amplificacion e inicia nuevamente hasta finalizar con el total de los ciclos programados
(entre 20 a 35 repeticiones de la etapa 1 a la 4). En la ultima fase, se da una extensién a
72°C (7 minutos) en la cual la Taqg DNA polimeras concluira las extensiones de aquellos
amplificados inconclusos durante el proceso de amplificacion. El resultado, de la

amplificacion es incrementar exponencialmente el nimero de copias del DNA inicial.
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La PCR ha detectado Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, S.
neumoniae, Listeria monocytogenes, y Ureaplasma urealyticum en mas casos de sepsis con
respecto al hemocultivo [9,33]; sin embargo, este tipo de PCR tiene la limitante de ser
especifico para la deteccion de la bacteria que se buscan y por lo tanto no analiza a otras
bacterias que pudieran estar contenidas en la muestra de sangre. Una alternativa es

mediante la amplificacion del gen 16S ribosomal (16S rDNA).

La figura 3 muestra un esquema estructural del gene 16S rDNA sefialando a los 1542
aminoacidos organizados en 9 dominios estructurales cada uno con las regiones
conservados Yy variables (lo que permite diferenciarlas entre si). EI 16S rDNA, ésta presente
tanto en las bacterias cultivables como las no cultivables [26-30]. La identidad bacteriana
del 16S rDNA se realiza en combinacion con otras estrategias moleculares como la
clonacidn bacteriana, secuenciacion o mediante el analisis de la electroforesis en gradientes
desnaturalizantes (DGGE).

>
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7| Region variable |:| Region conservada

D3 —mM

400 0 1000 1200 1400 1542

600 80
27, 1777 | 12 V2 7 A 17221
B l SIi4

U urealyticum
G. vaginalis

Escherichia coli §TzATaek

Lactobacillus sp. HEIEI

Figura 3. Esquema que representa los 1542 nucleétidos de la subunidad ribosomal del 16S de
con los 10 dominios conservados y 10 dominios variables (A). El dominio-3 inicia en el aminoacido
341 y termina en el 534 y se sefalan (cajas rojas) el dominio variable de identidad molecular
bacteriano para algunas de las bacterias (B).
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El principio fisico-quimico de la electroforesis, es la migracion diferencial de biomoléculas
(proteinas, acido ribonucleico y desoxibonucleico) a través de una matriz inerte,
(acrilamida o agarosa) y es sometido a un campo eléctrico. La separacion de las
biomoléculas depende de su tamafio a mayor volumen el cual esté directamente relacionada
a la movilidad electroforética sobre la matriz. En el caso de la electroforesis por DGGE
utilizado para el andlisis de los amplificados de la PCR-DNA bacteriana, la matriz de
acrilamida contiene dos agentes desnaturalizantes (urea y formamida) en gradiente que van
de 0 a 100 % de concentracion. El producto de PCR-DNA al migrar por la matriz
desnaturalizante se iran rompiendo los enlaces débiles de hidrogeno del DNA que se
forman entre las bases nitrogenas (Adenina-Timina y Citosina-Guanina). Entre mayor sea
el porcentaje de CG (forma tres enlaces de hidrogeno) contenida en la secuencia
amplificada, se requerira de mayor concentracion de urea-formamida para abrir la cadena
de DNA por lo gque esta secuencia migrara mas en la matriz de acrilamida [27].Al término
de la electroforesis, el gel es tefiido con bromuro de etidio y éste es visualizado en un
analizador de iméagenes con luz ultravioleta. La identificacion inicial de las muestras de
interés se realiza con respecto a la movilidad de referencia de las bacterias conocidas

usadas como marcador de especies (Figura 2).

M12 34 5678M

Figura 4. Gel de DNA en gradiente desnaturalizante DGGE.
Marcador de especies bacteriana (M); carril 1-8 muestras de

pacientes.
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Diversas evidencias clinicas y experimentales han demostrado que la PCR-DGGE, es una
metodologia que permite la identificacion de diversas bacterias cultivables y no-
cultivables Atopobium vaginae, Eggertella, Bacteroides fragilis, Faecalibacterium
prauznitzii, Tanerellaforsythensis y Deferribacter, las cuales no han sido identificadas por

el cultivo bacterioldgico convencional [28].

Burton y colaboradores (2004), han demostrado mediante la PCR-DGGE la presencia de
bacterias como Atopobium vaginae y Eggertella, Butyrivibrio fibrisolvens, Slackia exigua
y Prevotella bivia en exudados cérvico-vaginales. Estas bacterias tienen alta resistencia a
los tratamientos antibacterianos usados en la vaginosis bacteriana. La deteccion de estas
bacterias esta permitiendo conocer y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas enfocadas
en reducir la incidencia de las infecciones vaginales ocasionadas por éste tipo de

patdgenos [28-32].

2.0 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

La sepsis neonatal temprana tiene la mortalidad mas alta registrada en las unidades de
cuidados intensivos, por lo que es necesaria una herramienta independiente del hemocultivo
que corrobore el diagndstico clinico/terapéutico antes de las 72 horas y que posea alta
sensibilidad y especificidad reduciendo los resultados falsos negativos, lo que reduciria
posibles trastornos fisiolégico en el neonato, resistencia bacteriana, reduzca los dias de
estancia intrahospitalaria, y a su vez disminuya los trastornos econémicos y psicoldgicos

que esto ocasiona en los padres del neonato.

La PCR-DGGE, es una herramienta rapida y efectiva que puede identificar a las bacterias
patdgenas involucradas en sintomatologia de la sepsis neonatal. Con una propuesta
innovadora como la PCR-DGGE con mayor sensibilidad que los marcadores actuales
pretendemos ofrecer mejores tratamientos terapéuticos oportunos dirigidos a la salud

neonatal.
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En nuestro grupo de investigacion, estamos proponiendo a la PCR-DGGE como una
herramienta molecular para la deteccion de las bacterias contenidas en muestras de sangre
neonatal con sospecha clinica evidente de sepsis neonatal temprana. En el presente estudio

se exploraré la biota bacteriana total en casos con sepsis neonatal temprana.
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3.0 OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Detectar a las bacterias involucradas con el desarrollo de la sepsis neonatal

temprana mediante la amplificacion del gene 16S rDNA.

3.2. Objetivos particulares

1. Detectar en sangre neonatal a Staphylococcus saprophyticus, S. aureaus, Eschericia
coli, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, E. faecium, Ureaplasma

urealyticum y Listeria monocytogenes mediante el hemocultivo.

2. Detectar en sangre neonatal a Staphylococcus saprophyticus, S. aureaus,
Eschericia coli, Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, E. faecium,
Ureaplasma urealyticum y Listeria monocytogenes mediante la amplificacion por
PCR-DGGE.

3. Analizar y comparar mediante un cuadro descriptivo el resultado obtenido entre el
hemocultivo y el anlisis molecular de PCR-DGGE del 16S rDNA.

4.0 HIPOTESIS

La prueba molecular del 16S rDNA detectara mas casos de sepsis neonatal temprana con

respecto al hemocultivo.
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5.0 DISENO DEL ESTUDIO.

5.1. TIPO DE INVESTIGACION.
Observacional y descriptivo.

5.2. TIPOS DE DISENOS.
Investigacion Biomédica

5.3. CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO.

En relacion al método de observacion. Transversal.
En relacion al tipo de andlisis: Analitico
En relacion a la temporalidad: Prospectivo

5.4. VARIABLES DE ESTUDIO.

Variable dependiente: Sepsis neonatal temprana.

Variable independiente: Las diferentes cepas que son comunmente asociadas con el
desarrollo de la sepsis Staphylococcus saprophyticus, S. aureaus, Escherichia coli,
Streptococcus agalactiae, Enterococcus faecalis, E. faecium, Ureaplasma urealyticum y
Listeria monocytogenes.
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Figura 5 Diseiio general d el es tudio. Se describe el lugar de la toma de sangre de los
neonatos con signos y sintomas de infeccion temprana y el procedimiento para la
identificacion microbioldgica bacteriana.

Neonatos con sepsis temprana

UTQ UCIREN
Sangre

Departamento de Infectologia e
Inmunologia

Cultivo bacteriolégico

A 4

Obtencién del DNA bacteriano

Amplificacién por PCR

A 4

Movilidad electroforética
por DGGE

Andlisis y comparacion
de los resultados
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6.0 MATERIAL Y METODOS

6.1. Universo de Estudio

Todos los recien nacidos con antecedentes de riesgo de sepsis neonatal temprana atendidos
en la unidad tocoquirurgica, en el Instituto Nacional de Perinatologia “Espinosa de los
Reyes” (INPerlER). Las muestras sanguineas fueron obtenidas en el periodo comprendido
de Agosto del 2009 a Agosto del 2010.

6.2. Tamano de la Muestra

N*Eip*g
H=
TR 1)+ I1 * pg

Donde:

* N = Total de la poblacién (en este caso se puede usar un promedio de los nacimientos del
2007 y 2008), entonces serian: 5,410

* Za=1.962 (si la seguridad es del 95%)

* p = proporcién esperada (Seria si 5410 es el 100%, el porcentaje de casos en el afio es de:
1.5% como minimo y 2.43 como méximo (0.015 o 0.024) Estos valores se toman de los
casos positivos a germenes (82) y los reportados por epidemiologia (132).
*q=1-p(eneste caso 1-0.015 =0.985, 0 1-0.976 )

* d = precision (en este caso deseamos un 3%, 0.03).

n= 5410 x 1.96° x 0.024 x 0.976
0.03% (5410-1) + 1.96°x 0.024 x 0.976

Se puede hacer el célculo con cualquiera de los dos valores de la proporcion esperada o p
(0.015 0 0.024).

Si el valor de n sale muy alto (mayor de 100), puedes usar con la otra férmula (como en el
ejemplo):
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_Zi*p*q

b IE

Z.% =196 (va que la seguridad es del 95%)

P = proporcion esperada (en este caso 3% = 0.03)
g=1-p(eneste caso 1 — 0.03 =0.05)

d = precisidn (en este caso deseamos un 3%)

1967 *0.05%095 _
= _
0,03

203

Las dos son vélidas, usa la que te salga un valor menor.

Segun diferentes seguridades el coeficiente de Za varia, asi:

« Si la seguridad Za fuese del 90% el coeficiente seria 1.645

« Si la seguridad Za fuese del 95% el coeficiente seria 1.96 (esta es la seguridad minima
que se espera en un estudio que puede ser publicable en una revista de investigacion)

« Si la seguridad Za fuese del 97.5% el coeficiente seria 2.24

* Si la seguridad Za fuese del 99% el coeficiente seria 2.576

6.3. Criterios de Seleccién

6.3.1 Inclusion

Todo recién nacidos vivos hijo de madre con antecedentes riesgo de sepsis neonatal
temprana y/o datos clinicos (Escala de NOSEP 1) en el Instituto Nacional de Perinatologia
Isidro Espinosa de los Reyes “INPer IER”.

6.3.2 Exclusion
Paciente el cual no cuente con la toma correspondiente de 50 microlitros de sangre para el
procesamiento molecular de muestra. Que haya iniciado tratamientos antimicrobianos antes

de la toma de la muestra y que no se cuenten con el registro clinico completo.
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6.3 DEFINICION DE VARIABLES
Neonatales

Edad: se obtendra el dato del expediente. Se tomara como unidad de medicién en dias.

Género: se obtendrd el dato del expediente (femenino o masculino).

Peso: se obtendra el dato del expediente (unidad de medicién en gramos)
Hipotermia: temperatura axilar <36°C

Fiebre: Temperatura axilar >37.5°C

Taquicardia: frecuencia cardiaca >160 latidos/min

Bradicardia: frecuencia cardiaca <100 latidos/min

Taquipnea: frecuencia respiratoria >60 respiraciones/min

Quejido: sonido espiratorio audible

Distencion abdominal: incremento del perimetro abdominal en 2 cm

Residuo gastrico: >20% del volumen alimenticio aspirado antes de la alimentacion,
al menos en 2 ocasiones en 24 horas

Retraccion toracica: visualizacion de las costillas en cada inspiracion

Letargia: dificultad persistente en despertarse, sin medicacion sedativa.
Neutrofilia: valor total de neutréfilos >14,500/mm?®

Neutropenia: valor total de neutréfilos <7,500/mm?®

Trombocitopenia: valor total de plaquetas <100,000/mm?® en menores de 10 dfas y
<150,000/mm? en las 3 semanas siguientes.

Proteina C reactiva (normal): se define como los valores séricos < 0.8mg/dl

Proteina C reactiva (positiva): se define como los valores séricos >0.8mg/dI
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VALIDACION DE DATOS

6.3 ANALISIS ESTADISTICO

La edad materna, edad gestacional y el peso del recién nacido fueron analizados mediante
la mediana con intervalo de rango. Posteriormente, se utilizaron las pruebas estadisticas de
t-student para la comparacion de variables continuas y la X y exacta de Fisher para la

comparacion de variables discretas o nominales.

6.4 METODO DE RECOLECCION DE INFORMACION

Se realizara en todo recién nacido que ingrese a la unidad toco quirargica (UTQ) o Unidad
de cuidados Intermedio del recién nacido UCIREN con factores de riesgo y/o datos clinicos
sugestivos de sepsis neonatal temprana. La toma de sangre se realizara por medio de
puncién de vena con obtencion de 800 uL (hemocultivo Bactec) y 50 uL (PCR-DGGE)
para la identificacion bacteriana. Las muestras se obtendran de la misma puncién neonatal.
El historial clinico materno y neonatal se registrara en la hoja de recoleccion de

informacion.

6.5 Obtencidn de las Muestras.

De acuerdo a los criterios establecidos para evaluar el desarrollo cinico de infeccion se
asignaran dos grupos 1) neonatos con evidencia clinica y de laboratorio de sepsis neonatal
temprana y 2) neonatos sanos a los cuales se les tomo una muestra de sangre para otros
analisis ajenos al proceso infeccioso (control). Cada muestra de sangre es perfectamente
rotulada con el niamero del registro materno asignado por el INPer. La toma de la sangre
se obtuvo con la previa autorizacion y firma de consentimiento informado de la madre
(Anexo 1).

A los neonatos se le tomo6 una muestra de sangre periférica considerando un volumen total

de 0.8mL la cual sera tomada por puncion de la vena y la realizara el neonatélogo adscrito

| %



2010

== ¥ INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

y que colabora en el desarrollo del presente estudio. Para evitar cualquier interferencia
con el crecimiento bacterioldgico y con la prueba molecular, las muestras fueron tomadas
antes de que sea iniciado cualquier esquema antimicrobiano. Quinientos microlitros de
sangre neonatal sera procesada y analizada mediante el hemocultivo y cincuenta
microlitros fueron analizados por la prueba molecular de PCR-DGGE en el departamento

de infectologia e inmunologia del INPer.

6.5 Identificacion de los Microorganismos por hemocultivo.

La sangre (0.5 mL) se deposita en botellas de hemocultivo pediatricas Bact/Alert
(Dirham, Biomerieux) las que se monitorean constantemente durante 14 dias. Este
sistema automatizado emite una alarma cuando el cultivo bacterioldgico es positivo.
Posteriormente éstas son sembradas en medios de cultivo con micronutrientes especificos
y se incuban a 37°C a presion constante de CO,. Una vez desarrolladas las colonias
microbianas se les realiza la tincion de Gram y las pruebas bioquimicas de oxidasa y

catalasa, lo que permitiran clasificarlas en dos grupos: negativas y positivas.

Identificacion de las bacterias Gram-negativas.

Las bacterias Gram-negativas son aquella que no retienen el colorante de cristal de violeta
en su pared celular. Los principales grupos son Enterobacterias y bacilos no

fermentadores, los cuales se diferencian por la prueba positiva de oxidasa.

Identificacion de las bacterias Gram-positivas.

Las bacterias Gram-positivas son aquella todas aquellas que retienen el colorante de
cristal de violeta en su pared celular Los grupos microbianos representativos son

Staphylococcus, los cuales se diferencian por la prueba positiva de catalasa.
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6.7 Identificacion de los Microorganismos por PCR-DGGE.
Extraccion del DNA total.

La sangre (50uL) es colectada en tubos MicroTainer que contienen EDTA (Becton-
Dickerson) y son mezclados por inmersion. La extraccion y amplificacion del DNA
bacteriano a partir de las muestras sanguineas se realizara en el laboratorio de la
Subdireccion de Investigacion Biomédicas. Para la extraccion del DNA se toman 50 pl de
sangre y se mezclan con un mililitro del reactivo de DNAzol (InvitroGene) el
procedimiento se realiza con las recomendaciones del fabricante que consisten en mezclar
vigorosamente la mezcla por 3 minutos y se centrifuga a 14 000 rpm (eppendorf 5415)
por 5 minutos. El sobrenadante es retirado y el DNA es resuspendido y lavado con 500
uL de etanol (100%) y se centrifuga nuevamente. El lavado se repite dos veces mas con
500 uL de etanol (75%). Finalmente el DNA es estabilizado con 50 uL de hidroxido de
amnonio (8.0 mM) y se almacena a -20°C.

El DNA es cuantificado por espectofotometria a una Absorbancia de 260 y 280 nm y es
analizado en geles de agarosa al 1.0% con el amortiguador que contiene 0.89 M de Tris,
0.89 M Borato y 0.02 M (TBE) 1X a 60 V por 30 minutos. El gel es tefiido con bromuro
de etidio (5 pg/mL) y las bandas de DNA son visualizadas en un equipo (Gel Doc 2000.
Bio-Rad) en luz ultravioleta. La imagen es fotodocumentada y almacenada para su
registro.

Amplificacion del dominio-3 del 16S rDNA

Para la amplificacion por PCR de la subunidad 16S rDNA se usara la region variable (V3)

que comprende la posicion nucleotidica 341 a 534 con la siguiente secuencia de los
iniciadores desarrollados por Muyzer y colaboradores (1999) los cuales son para el
Forward (3> 57) GCG CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG
GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG y para el Reverse (3’—> 57) ATT ACC GCG
GCT GCT GG

La mezcla de la reaccion se llevara a cabo en tubos eppendorf para PCR de 0.2 mL en un

termociclador (Techne touchgene gradient). Cada tubo de PCR contiene la mezcla de

| %
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reaccion amortiguador (InvitroGene), 2 mM de MgCl,, 0.8 mM de nucleétidos (adenina,
timina, citosina y guanina) 40 pmol de iniciadores, 5U de Tag DNA polimerasa
recombinante (InvitroGene) y agua de Milli-Q (Millipore) toda la reaccién a un volumen
de 25.0 uL. Las condiciones de PCR son

Desanaturalizacion 92°C por 5 minutos seguida por 35 ciclos de (desnaturalizacion 92°C
por 45 segundos, alineamiento 55°C por 30 segundos, amplificacion 72°C por 45
segundos) y una extensidn final a 72°C por 7 minutos.

Al termino de la PCR se toman 5 uL de cada una de las reacciones de amplificado del
DNA vy se visualizan en geles de agarosa al 1.0% con las condiciones de corrimiento antes
descritas. Se detecta una banda con un peso molecular de aproximadamente 233 pares de
bases la cual es la esperada para la region V3 del 16S rDNA. El resto del amplificado (20

ulL) se utiliza su corrimiento electroforético en DGGE.

Identificacion presuntiva de las bacterias mediante la movilidad electroforética en geles

con gradientes desnaturalizacion (DGGE).

La preparacién de los geles de acrilamida/bis-acrilamida (Bio-Rad) al 8.0% con
gradientes desnaturalizantes se haran de acuerdo a las recomendaciones previamente
descritas por Burton y Reid (2002) para el sistema de deteccion universal D-Code
(BioRad). La mezcla desnaturalizante se prepara en un rango de 20 a 70 % partiendo de
una solucion concentrada 100 % (7 M de urea y 40 % de formamida). La polimerizacion
de los geles se realiza con la adicion de 13 uL de N,N,N",N"-tetramethylethylenediamina

(TEMED; Sigma) y 50 pL de persulfato de amonio 10% (Sigma).

En cada uno de los pozos formados del gel se adiciona 20 uL. de DNA amplificado el cual
estara previamente mezclado con 6 uL de amortiguador de corrimiento (250 uL de azul
de bromofenol [2.0 %], 7.0 mL de glicerol y 2.5 mL de agua Milli-Q). Los geles se
correran en la cdmara de D-Code a 60 V con TBE (1x) como amortiguador a temperatura

constante de 60°C por 16 horas. Al término de este tiempo, los geles se tifien con el

| %
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reactivo de Vistra-Green a dilucion de 1:1000 (Amersham Bioscience) en amortiguador
de TBE (1x) y se incuban a temperatura ambiente y en agitacion por 1 hora. Las bandas se
visualizan en un transiluminador con luz ultravioleta y las imagenes se capturan en un
fotodocumetador (Gel Doc 2000. Bio-Rad). La identificacion presuntiva de las bacterias

de las muestra se realiza con respecto a la movilidad del marcador de referencia de las

diferentes bacterias usadas.

| 40
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7.0 RESULTADOS

Durante el periodo en el cual se desarrollo éste estudio, se proporciond atencion perinatal a
3,677 recién nacidos; reportandose 113 casos de sepsis neonatal con sintomatologia clinica
desarrollada en las primeras 72 horas de vida y que cumplieron con los criterios inclusion
requeridos para el desarrollo del presente estudio (Departamento de Estadistica Agosto
2009-Mayo 2010). Del total de las muestras se excluyeron 14 (12.38%) por no haberse
obtenido la cantidad de sangre requerida para el analisis microbiol6gico y la prueba
molecular; 50 (44.24%) debido a que se les iniciaron los tratamientos antimicrobianos y 20
(17.69%) por no tener la autorizacion materna correspondiente. Se analizaron 44 muestras
de sangre las cuales fueron asignados a dos grupos de estudio: grupo control (n=15) el cual
estuvo conformado por recién nacidos sanos a los cuales se les tomo una muestra de sangre
para otros andlisis ajenos al proceso infeccioso y el grupo de neonatos con desarrollo

clinico de sepsis neonatal (n=29).

Datos epidemioldgicos maternos de la poblacion de estudio.

En el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”, se proporciona
servicios de salud a poblacion provenientes diversas zonas de la Replblica Mexicana,
consideradas de alto riesgo por infertilidad, patologias cronicas maternas, o complicaciones
obstétricas, asi como de alto orden fetal. Las pacientes ingresadas al estudio fueron en su
mayoria provenientes del Distrito Federal, y del estado de México (datos no mostrados). El
consumo de drogas (alcohol y tabaco) fue del 40% en el grupo control y del 24% en las
madres del grupo de sepsis neonatal; sin embargo, no se encontré una diferencia entre
ambos grupos (dato no mostrado; p=0.074). La via de nacimiento tanto para el grupo
control (100%) como el de sepsis neonatal (90%) por indicaciones médicas (hipertension,

corioamnioitis, ruptura de membranas fetales y sufrimiento fetal) fue por cesarea.

La tabla 2 muestra las caracteristicas maternas de los dos grupos de estudio. La edad

materna (p=0.023), complicaciones médicas (hipertension,  preeclamsia, diabetes
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gestacional; p=0.047) y las infecciones en el tercer trimestre del embarazo (ruptura
prematura de las membranas fetales y corioamnioitis; p=0.001) mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos (Tabla 2). EI nimero de gestas (p=0.29)
y el trabajo de parto espontaneo (p=0.176) no mostraron diferencias estadisticas entre

ambos grupos.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas maternas de la poblacién de estudio.

Control Sepsis neonatal
n=15 n=29 p-valor

Edad (afios) ® 36.41+3.9 33.76+3.3 0.053
Complicaciones médicas (%) 9.0 (60.0) 15.0 (51.0) 0.047
Infecciones en el tercer trimestre del embarazo (%) 7.0 (46.66) 27.0 (93.1) 0.001
Namero de gestas

Multigestas (%) 11.0 (73.33) 15.0 (51.73) 0.290
Trabajo de parto

Espontaneo (%) 7.0 (46.67) 21.0 (72.41) 0.176

? los valores se presentan en media + desviacion estandar.

Datos epidemioldgicos y clinicos de los neonatos de estudio.

La tabla 3 muestra las caracteristicas clinicas de los 44 neonatos del grupo control y del
grupo de sepsis neonatal. El sexo del recién nacido (masculino y femenino; p=0.203), el
APGAR medido a los 5 minutos (p=0.781) y la cuantificacion de la proteina reactiva-C
(p=0.101) no mostraron diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (Tabla
3).

El peso al momento del nacimiento (p=0.023), edad gestacional (p=0.010), manifestaciones
clinicas (taquicardia, fiebre, taquipnea; p=0.015) y la cuenta de células hematicas (p=0.025)

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (Tabla 3).
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Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en el grupo de sepsis neonatal fueron la

taquicardia (3.44%), fiebre (10.34%) y taquipnea (34.48%) incrementandose la cuenta

célular en leucopenia (24.13%), bandemia (13.79%) y neutorfilia (3.44%) y la proteina de

fase aguda C-reactiva (24.13%).

En todos los casos con sospecha clinica de sepsis neonatal se inicio el esquema

antimicrobiano de acuerdo a las normas de operatividad institucionales. Doce (42%) de los

neonatos se les administr6 Beta lactamico (ampicilina) en combinacion con

aminoglucocido (Amikacina). Al finalizar el tratamiento se requirié que en once (38%) se

les iniciara el segundo esquema antimicrobiano con cefalosporina (cefotaxima) y

vancomicina.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas del recién nacido de la poblacion de estudio.

Control Sepsis neonatal
n=15 n=29 p-valor

Peso (gramos) 36.407 +3.93 33.76 +3.28 0.023
Edad (semana gestacional) ° 3204.0 +274.35 1772.0 + 725.82 0.010
Sexo

Masculino 5(33.33) 17 (58.62) 0.203

Femenino 10 (66.67) 12 (41.38) 0.203
APGAR a los 5 minutos mayor de 7 14.0 28.0 0.781
Manifestaciones clinicas (%) 1.0 (6.66) 14.0 (48.27) 0.015
Biometria hematica (%) 1 (6.66) 13 (44.8) 0.025
Proteina de fase aguda C-reactiva mayor de 6 0 7 (24.13) 0.101
Identificacion bacteriologica (%)

Hemocultivo 0 7 (24.0) 0.077

16S rDNA

2P |os valores se presentan en media + desviacion estandar.
Subunidad ribosomal 16S rDNA (16S rDNA).
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Resultados bacterioldgicos por el hemocultivo y por el 16S rDNA de los
neonatos de estudio.

Hemocultivo.

Al evaluar el crecimiento bacterioldgico de las 44 muestras de sangre de los neonatos
control (n=15) y del grupo de sepsis temprana (n=29), encontramos que en el grupo control
no se aislé ningun microorganismo (Tabla 3); mientras que en el grupo de sepsis temprana

se observo el crecimiento bacteriologico en 7 de los 29 casos (24%; Tabla 4).

En los siete casos se aislé a Estafilococcus (14.28%), Enterococcus (3.44%), Escherichia
coli (6.89%), Enterobacter (14.28%), Klebsiella pneumoniae (14.28%) y Klebsiella spp
(14.28%) como las bacterias mas frecuentemente detectadas (Tabla 4). En los 7 neonatos
con identificacion positiva se detectaron simultaneamente dos bacterias en 2 de 29 casos
(6.0%; neonatos 9 y 15). La bacteria que obtuvo una mayor frecuencia de aislamiento fue
E. coli con el 6.0% y se present6 en los neonatos 8 y 9 (tabla 4). En el paciente 17 (3%) se

aislo a Candida albicans como el agente etiologico de la sepsis temprana (tabla 4).
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Tabla 4. Comparacion entre el cultivo bacterioldgico vy el
16S rDNA de los 29 casos con sepsis neonatal temprana.

Sepsis Identificacion NUmero de bandas
Neonatal por hemocultivo detectadas por el 16S rDNA
1 CBN 0
2 CBN 0
3 CBN 0
4 CBN 0
5 Estafilococcus 0
6 Enterococcus 0
7 CBN 0
8 Eschericia coli 0
9 Eschericia coli 0
Enterobacter
10 Klebsiella pneumoniae 0
11 CBN 0
12 CBN 0
13 CBN 0
14 CBN 0
15 Klebsiella 0
Staphylococcus aureus
16 NCB 0

NCB: Crecimiento Bacteriolégico Negativo.
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Tabla 4. Continuacion.

Sepsis Identificacion NUmero de bandas
neonatal por hemocultivo detectadas por el 16S rDNA
17 Candida albicans 0
18 CBN 0
19 CBN 0
20 CBN 0
21 CBN 0
22 CBN 0
23 CBN 0
24 CBN 0
25 CBN 0
26 CBN 0
27 CBN 0
28 CBN 0
29 CBN 0

CBN: Crecimiento Bacteriologico Negativo.

16S rDNA.

De las 44 muestras de sangre a las cuales se les aisl6 el DNA bacteriano no obtuvimos
amplificacion de las muestras de sangre del grupo control (n=15); sin embargo, observamos
un amplificado de 233 pares de bases del grupo de los neonatos con sepsis temprana (n=29)

que corresponde al dominio-3 de la subunidad ribosomal 16S rDNA (Fig. 5).
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Figura 6. Amplificacién del dominio-3 de la subunidad ribosomal 16S rDNA de las
muestras de sangre neonatal. Marcador de peso molecular de 100 pares de bases
(pb), carriles de 1-26 muestras de sangre de los neonatos con sepsis. La flecha indica
el tamafio de 233 pares de bases que corresponde con al dominio-3 de la subunidad
ribosomal 16S rDNA.

Al someter las 29 muestras de DNA bacteriano de los neonatos con sepsis a la
electroforesis en gradiente (20-70%) desnaturalizante (DGGE) no observamos en ninguna

de las muestras el patron de banda/bacteria sobre la matriz del DGGE (dato no mostrado).
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8.0 DISCUSION

La sepsis neonatal temprana puede cursar con signos y sintomas similares a los del periodo
de adaptacion del recién nacido; sin embargo, la identificacion de sepsis en las primeras
horas de vida es la diferencia entre la atencion oportuna y la evolucion infecciosa dramatica

del recién nacido.

Una de las estrategias de laboratorio que confirma el diagndstico clinico de sepsis neonatal
temprana, es mediante el hemocultivo; el cual tiene como objetivo, detectar e identificar la
biota bacteriana patdgena responsable del proceso infeccioso asi como determinar su

sensibilidad ante los tratamientos antimicrobianos.

En el presente estudio encontramos que el 48% de los neonatos presentaron
manifestaciones clinicas de infeccidn (taquicardia, fiebre, y taquipnea) y el 44.8% tuvieron
biometria hematica elevada (leucopenia, bandemia y neutorfilia). Sin embargo, solo en 7
pacientes (24%) se logro6 el aislamiento e identificacion bacteriol6gica responsable de la
sepsis neonatal temprana (Tabla 3). La baja sensibilidad y especificidad del hemocultivo
como prueba de diagnostico se debe: 1) La viabilidad de los microorganismo para su
desarrollo en condiciones in vitro 2) Los nutrientes esenciales para el crecimiento
microbioldgico; y el volumen requerido de muestra para su analisis. Estas limitaciones del
hemocultivo como prueba de diagnostico clinico, hacen la necesidad de contar con otras

alternativas de diagnostico.

La amplificacion del dominio-3 del gene 16S rDNA en combinacion con la electroforesis
en gradientes desnaturalizantes (PCR-DGGE) es una alternativa para la identificacion de
diversas bacterias implicadas en la salud humana (25, 27-31). Mediante la utilizacion de la
PCR-DGGE, analizamos 29 muestras de neonatos con signos y sintomas de sepsis
temprana; sin embargo, en ninguno de los casos fue posible la identificacion de acuerdo a la
movilidad electroforética asociadas a alguna bacteria patégena (Tabla 3).
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En éste estudio tuvimos limitaciones de la técnica de amplificacion del dominio-3 del gene
16S rDNA que pudieran haber contribuido con el resultado negativo de la PCR las cuales
enumeramos a continuacion: 1) La calidad del DNA bacteriano obtenido, pudo haberse
deteriorado antes de su analisis molecular, ya que el periodo comprendido entre la toma de
la muestra y su analisis fué de aproximadamente 12 meses, [32]; 2) consideramos que en
las muestras obtenidas el DNA bacteriano pudiera contener enzimas que inhiben o afectan
la actividad de la Taq polimerasa por lo que su rendimiento no fue el optimo para el analisis
de la electroforesis en gradientes desnaturalizantes [33] y 3) La concentracion del 16S
rDNA amplificado fuera menor al rango de deteccion por el DGGE

Recientemente Zavala-Diaz de la Serna y colaboradores (2009) demostraron mediante la
amplificacion del 16S rDNA en combinacion con el DGGE la exploracion inicial de las
bacterias involucradas en la sepsis neonatal. La PCR-DGGE, corrobord 2-veces casos de
sepsis neonatal con respecto al hemocultivo y en 6 de 15 casos la asociacion de entre 2 a 7
bacterias involucradas con el proceso infeccioso (34). En esas muestras existe una banda
constante en el 60% de los casos de sepsis neonatal analizados. El patrén de movilidad en

el DGGE de las bacterias no fueron detectadas en el grupo de neonatos sin sepsis neonatal.

En conclusidn, se confirmo que la prematurez y el bajo peso al nacimiento, en el Instituto
Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” se consideran como factores de
riesgo para el desarrollo de alguna infeccion neonatal; sin embargo, no se encontrd alguna
asociacion con datos clinicos valorados al nacimiento como lo es la respiracidn espontanea,
tono, actividad motora, Ilanto y coloracion, evaluada mediante el APGAR. Las
manifestaciones clinicas (fiebre, taquipnea, taquicardia) observadas y la presencia de
alteraciones en la citometria hematica sugirieron el establecimiento del proceso infeccioso
en la mayoria de los casos; sin embargo, en todos los casos se iniciaron tratamientos y se
dio una estrecha monitorizacion durante 48 a 72 horas para confirmar sospecha diagnostica.
El hemocultivo solo corroboré el 21% de los casos el desarrollo de sepsis neonatal
temprana del total de pacientes incluidos. En este sentido, serd de gran utilidad la
incorporacion de técnicas moleculares como la PCR-DGGE para la identificacion de los
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casos en el que se sospeche el desarrollo de sepsis neonatal, ya que este cuenta con la

ventaja de menor tiempo para la confirmacion diagnostica y tiene mayor sensibilidad.
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9.0 PERSPECTIVAS

La amplificacion del dominio-3 del 16S rDNA es un buen blanco molecular para la
identificacion de las bacterias en muestras de sangre neonatal asociadas a la sepsis neonatal
temprana como previamente lo hemos demostrado (Zavala-Diaz de la serna, 2009); sin
embrago, se requiere mejorar el procedimiento de extraccion y conservacion del DNA
bacteriano para optimizar la amplificacion y deteccion en los geles desnaturalizantes. Para
lo cual realizaremos las siguientes incorporaciones a la metodologia de extraccion 1) Se
realizara en un periodo de tiempo menor para la extraccién de DNA bacteriano y el analisis
electroforético; 2) solubilizaremos el DNA en amortiguador de DPEP para reducir la
actividad proteolitica del DNA y el efecto sobre la enzima catalitica Taq polimerasa; 3) Se
realizaran estrategias de sensibilizacion y difusiébn en los médicos tratantes para la

obtencion de la muestra de sangre al momento de toma de hemocultivo iniciar antibiéticos.

En nuestro grupo de investigacion proponemos, ademas de la identificacion molecular
bacteriana contar con otros marcadores de infeccion como la interleucina 1-beta y el factor
de necrosis tumoral-alfa las cuales forman parte integral del proceso inflamatorio, asi como

de marcadores de superficie celular de la respuesta inmunoldgica innata.
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11.0. CONSIDERACIONES ETICAS

Todos los procedimientos estaran de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la ley
General de Salud en Materia de investigacion para la Salud que seguin se estipula en el
Titulo segundo, capitulo I, Articulo 17, Seccion |, se trata de una investigacion sin riesgo.
El manejo y procesamiento de la sangre conlleva un riesgo minimo. Las 44 muestras fueron

tomadas por la neonat6loga Rosa Isela Garcia Gudifio.




2010

/== ® INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA

ANEXO 1: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Fecha de inicio: AGOSTO 2009.

Fecha de Término: JULIO 2010.
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ANEXO 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

De acuerdo al articulo 17 del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, la participacion de los pacientes en este estudio conlleva
un tipo de riesgo: Con riesgo minimo

TEXTO DECLARATORIO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO

(Nombre del participante o de su representante legal)

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar (en que participe mi representado cuyo
nombre aparece abajo) en esta investigacion cuyo objetivo, procedimientos, beneficios, y riesgos se
especifican en el Apartado A de este documento.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o contestar
cualquier pregunta que, al momento de firmar la presente, no hubiese expresado o que surja durante
el desarrollo de la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi consentimiento de participar en cualquier momento sin
que ello signifique que la atencion médica que se me proporcione, se vea afectada por este hecho.

En el caso que yo decida retirarlo, deberan seguir las siguientes indicaciones:

Se me ha informado que el participar en este estudio no repercutird en el costo de la atencién
médica que se me deba brindar y que toda la informacion que se otorgue sobre mi (su) identidad y
participacion sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me informé y
dos testigos, conservando una copia de a) Consentimiento informado y b) Informacién
proporcionada para obtener mi autorizacion.

México D.F. a de de
NOMBRE FIRMA
PARTICIPANTE
REPRESENTANTE
INVESTIGADOR
TESTIGO
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ANEXO 3. RECURSOS HUMANOS

Director de la Tésis: M en C. HECTOR FLORES HERRERA

- Revision del protocolo de investigacion.

- Seminario de investigacion

- Obtencion del DNA bacteriano, amplificacion del gene 16S rDNA
- Analisis de los resultados obtenidos por PCR-DGGE

Asesores Clinico: DR. ROLANDO MAIDA CLAROS

- Asignacion de los grupos por las caracteristicas clinicas de infeccion
- Revisidn bibliografica

- Revisidn de protocolo de investigacion

Tesista: ROSA ISELA GARCIA GUDINO

- Identificacidn de los casos con sepsis neonatal
- Obtencion de la sangre de los recién nacidos

- Amplificacion del gene 16S rDNA

- Discusion bibliogréfica

- Elaboracion del protocolo
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ANEXO 4. RECURSOS MATERIALES Y FINANCIEROS.

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

En el Departamento de Infectologia e Inmunologia se contd con los reactivos y el equipo
necesario para el desarrollo total del estudio mediante. Se recibié apoyo parcial otorgado
por el INPerlER mediante el registro provisional PR0O80413 del protocolo titulado
“Identificacion de las bacterias patégenas comunmente 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.

Rosa Isela Garcia Gudifio es Médico Pediatra; actualmente es residente del ultimo afio de
Neonatologia, del INPerlER. Obtuvo la beca “Carlos Slim para el Impulso a la Investigacion
en Salud” (2010-11) para la realizacion de esta investigacion. Fue otorgada el 23 de Abril
de 2010 en el “Foro Impulso 2010” por el Instituto Carlos Slim de la Salud A.C.
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