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RESUMEN.

OBJETIVO. Determinar la asociacion enlre las concentraciones de IL-6 en el
liquido amnidtico (LA) de mujeres con parto pretermino sin ruptura prematura de
membranas (RPM) y el desarrollo de sepsis neonatal temprana en sus productos
DISENO DEL ESTUDIO Casos y controles anidado en una cohorte
DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO Se incluyeron mujeres con parto
pretérmino, a quienes se les tomd LA para la determinacion de IL-6. Sus recién
nacidos se vigilaron por 72 horas y a los que desarrollaron sepsis neonatal
temprana se les definid como casos, l0s neonatos no infectados constituyeron os
controles. Se compard la concentracion de IL-6 en el LA de ias madres de los
casos contrala del LA de las madres de los controles.

ANALISIS ESTADISTICO Para variables categoricas se utilizd chi cuadrada y
prueba exacta de Fisher, para variables cuantitativas continuas se utilizd t de
Student La cuantificacion de la asociacion se realizd mediante el célculo de razon
de momios con IC al 95% Las varnables confusoras se ajustaron por analisis
estralificado y mediante regresion logistica

RESULTADOS Se estudiaron 31 casos y 62 controles. el valor promedio de la IL-
6 en el LA de las madres de los casos fue 5779 pg/ml +/- 2804. contra 734 6 pg/m!
+/- 390.2 en las madres de los controles (p<0 001) 83 8% de las madres de los
casos tuvieron concentraciones de IL-6 en el LA superiores al punlo de corte
establecido. mientras que soélo 11 3% de las madres de los conlroles tuvieron
valores superiores a dicho punto La asociacion entre niveles de [IL-6 en el LA
superiores a 1250 pg/ml en mujeres con parto pretermino y sin RPM mostrd una
razén de momios de 3335 (IC 95% 94 117 3) con el desarrollo de sepsis
neonatal temprana en sus productos

CONCLUSIONES Se observo una asociacion alta entre las concentraciones de
IL-6 en el LAy los casos de sepsis neonatal temprana, por lo que se propone a la
medicion de la IL-6 en el LA como un indicador para identificar a los neonatos con

mayor riesgo de infeclarse n utero
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INTRODUCCION.

La infeccion intraamnidtica (11A) o corioamnioitis €s una complicacion infecciosa
del embarazo que incrementa de manera importante la morbilidad perinatal; sus
consecuencias en la madre incluyen. ruptura prematura de membranas (RPM).
endometritis, infeccion de herida quirurgica y el desencadenamiento de trabajo de
parto pretérmino (TPP) (1). En los productos. las consecuencias de la 1A pueden

ser: muerte fetal, prematurez o sepsis neonatal temprana (2).

El diagndstico temprano de la [IA permite establecer medidas terapéuticas
precoces que pueden revertir el riesgo perinatal; sin embargo, en muchas
ocasiones el diagnéslico se retrasa porque la expresion clinica de la
coripamnioitis es un evento tardio y en otros casos. porque la infeccion tiene un
curso subclinico o la actividad uterina prematura es su unica manifestacion

clinica (3).

Para identificar de manera temprana una corioamnioitis se han evaluado, a nivel
del liquido amniotico (LA), diferentes marcadores de infeccion. como: tincion de
Gram. cultivo, mediciéon de glucosa. cuantificacion de leucocitos y deteccion de
actividad de la catalasa. entre otras (4) Recientemente, se ha evaluado a la
interleucina-1 alfa (IL-1), al factor de necrosis tumoral alfa (TNF) y a la
interleucina-6 (IL-6) en el LA como marcadores de corioamnioitis. De ellas, la IL-6
es la que ha mostrado. en diversos estudios, tener una mayor sensibilidad y

especificidad para el diagnostico de la A (5-7).

La IL-6 es una proteina de bajo peso molecular (26kDa). considerada como un
mediador importante de las respuestas inmune ¢ inflamatoria (8). Algunas de las
acciones identificadas de la IL-6 son: induce la maduracion final de los linfocitos

B. estimula la diferenciacion de los linfocitos T citotdoxicos asi como la



diferenciacion final de ics macrofagos. induce (a produccidn a2 proteinas de fase
aguda por el higado. es un pirégeno endégeno y en conuncidn con la IL-1 actua
como hematopoyetina (9-11). La expresion del gen de la IL-6 es inducido por
diversos productos bacterianos, por virus y por otras citocinas (8) Las células
capaces de secretar esta interleucina en respuesta a un estimulo incluyen:
fioroblastos, monocitos/macrofages. celulas endotehales, keratinocitos y células

del estroma endometnial (12)

El origen de la IL-6 en el LA no es bien conocido, aunque se ha postulado que
puede producirse en la decidua. estudios in witro han demostrado que los
cultivos de ceélulas deciduales. implantes de decidua y celulas del estroma
endometrial son capaces de producir IL-6 (13) No se puede descarlar un
componente fetal en la produccién de la IL-6 del LA: después de ocurrir
descamacion de la piel fetal, los keratinocitos son componentes normales del LA,
como ya se menciond estas células son productoras IL-6 (13). En embarazos
normales se ha detectado la presencia de IL-6 en el LA a partir del segundo
trimestre. habiéndose descrito que las concentraciones de la misma se mantiene
sin camb:os significativos hasta el término de la gestacion, produciéndose un
incremento moderado durante el trabajo de parto (14) En el caso de mujeres con
parto pretérmino, se ha observado que. aquellas con trabajo de parto espontaneo
tienen niveles superiores de IL-6 en el LA que las mujeres en quienes se
interrumpio el embarazo. por razones obslétricas 0 medicas. sin que presentaran

trabajo de parto (15)

Las concentraciones mayores de IL-6 en el LA se han detectado en los casos de
1A Al comparar los valores de la IL-6 en pacientes sin trabajo de parto contra
mujeres con TTP sin evidencia de infeccion y pacientes con TPP con infeccion
intrauterina, 1dentificada por un aislamiento microbiologico en el LA, se encontro
una concentracion significativamente mas alta en estas ultimas pacientes (12)

Se ha medido la produccion placentaria de IL-6. habiéndose encontrado que las



placentas con datos histologicos de corioamnioitis produjeron cantidades mayores
de esta citocina (16) Estos estudios implican a la elevacion de la IL-6 como parte
de la respuesta del hospedero a la infeccion intrauterina y sugieren que la
medicion de la concentraciéon de IL-6 en el LA puede tener un valor diagnostico y
prondstico en las mujeres con TPP. En un estudio de Greig y cols. (6), se informo
una sensibiidad de 100% y una especificidad de 89%, para identificar cultivos
positivos a nivel del LA, cuando existian niveles de IL-6 superiores a 600 pg/m!;
ademas de una sensibilidad de 100% a estas mismas concenlraciones para

identificar corioamnioitis histoldgica.

Cada vez se enfatiza mas el papel que juega la infeccion en el
desencadenamiento de TPP (17). La hipotesis propuesta establece que [a
actividad uterina prematura es causada por la activacion del sistema inmune, que
a su vez fue inducida por la presencia de bacterias 0 sus productos en el LA La
activacion del sistema inmune lleva a la produccion de citocinas. como IL-1, FNT,
IL-2 e IL-6 Aungue se ha encontrado elevacion de la IL-6 en el LA de mujeres con
trabajo de parto. estudios /n vitro no mostraron que la IL-6 por si sola produzca un
aumento en la frecuencia o intensidad de la contraccion de las fibras musculares
del miometrio (18), es por elio que se ha considerado que son otras las
substancias mediadoras del desencadenamiento del trabajo de parto, siendo las
prostaglandinas las que principalmente se han involucrado (5). De fas
prostaglandinas se sabe que su sinlesis y secrecion por las células del amnion y

de la decidua son estimuladas tanto por la IL-6 como por endotoxinas (15,18)

El desarrollo de sepsis neonatal congénita es una de las complicaciones mas
importante en los neonatos de madres con infeccion 1A (19) Con base en que la
IL-6 es un marcador de lIA. es posible que el aumento de sus niveles en el LA
pueda asociarse con el desarrollo de sepsis neonatal temprana, sobre todo en los
casos de parto pretérmino, ya que la sepsis temprana es mas frecuente en los

recién nacidos con una menor edad gestacional, asi como con un menor peso al
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nacimiento (20). En apoyo a estas observaciones, un estudio de Romero y cols
(21) mostré que los niveles de IL-6 en el LA se pueden relacionar con un

aumento en la morbi-mortalidad neonatal.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

- (Existe asociacion entre la elevacion de la IL-6 en el liqudo amnidtico de
mujeres con parto pretérmino sin ruptura prematura de membranas y el desarrollo

de sepsis neonatal temprana en sus productos?

HIPOTESIS.

- La elevacion de la IL-6 en el liquido amnuidtico de mujeres con parto pretérmino
sin ruptura prematura de membranas se asocia con el desarrollo de sepsis

neonatal temprana en sus productos.

OBJETIVOS.

- Comparar los niveles de IL-6 en el liquido amnidtico de mujeres con parto
pretérmino sin ruptura prematura de membranas cuyos hijos desarrollaron sepsis
neonatal tempranas contra los niveles de IL-6 en el liquido amnidtico de mujeres
con caracteristicas similares pero sin el desarrollo de sepsis neonatal temprana
en sus productos.

- Determinar la razén de momios entre ios niveles de IL-6 en el liquido amnidtico
de mujeres con parto pretérmino sin ruptura prematura de membpranas y el

desarrollo de sepsis neonatal temprana en sus produclos



PROGRAMA DE TRABAJO

DISENO.

Estudio de casos y controles anidado en una cohorte.

TIPO DE ESTUDIO
a) Por el control de ta maniobra: observacional
b) Por la obtencion de la informacion: prolectivo.

c) Por la medicién en el tiempo: {ongitudinal.

UNIVERSO Y MUESTRA

UNIVERSO: Mujeres embarazadas que presenten parto pretérmino sin ruptura
prematura de membranas.

MUESTRA: Pacientes embarazadas entre 28 y 36 semanas de gestacion, que
acuden a conlrol prenatal al Institulo Nacional de Perinalologia y que presenten

parto pretérmino sin ruptura prematura de membranas.

CRITER!IOS DE INCLUSION A LA COHORTE
- Embarazadas entre 28 y 36 semanas de gestacion
- Con trabajo de parto pretérmino sin ruptura prematura de membranas.

- Que acepten participar en el estudio

CRITERIOS DE NO INCLUSION A LA COHORTE

- Embarazo multiple.
- Embarazos con una infeccion activa en una localizacion diferente al area

ginecoldgica, que potencialmente pueda ocasionar manifestaciones sislemicas



- Embarazos complicados con alguna enfermedad autoinmune con
manifestaciones de actividad inflamatoria aguda

- Embarazos con complicaciones hiperlensivas

- Embarazos cuyos productos presenten retardo en el crecimiento intrauterino

- Embarazos en los que previamente se diagnostico en el producto alguna
infeccidn de adquisicion in utero de tpo no bacterniano. como rubéola,
toxoplasmosis, citomegalovirus, VIH y otros virus.

- Embarazos con un tratamiento antimicrobiano iniciado cuando menos 48 horas

antes de la toma del liquido amnidlico

CRITERIOS DE EXCLUSION DE LA COHORTE.

- Embarazos en se que presenten complicaciones obstétricas no infecciosas,
como: desprendimiento prematuro de placenta normoincerta o prolapso de
cordédn

- Embarazos cuyos productos presenten malformaciones congéenitas mayores

METODO DE SELECCION DE PACIENTES.

No probabilistico. de muestreo consecutive.

DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

- Niveles de IL-6 en el liguido amnidtico. Variable categorica altos o bajos.

VARIABLE DEPENDIENTE.

- Sepsis neonatal temprana. Variable categorica’ presente o0 ausente




VARIABLES DE CONTROL.

- Uso de profilaxis antimicrobiana. Variable categorica: presente o ausente

- Aislamiento microbiologico en el liguido amnidtico. Variable categérnica presente

0 ausente.

- Peso al nacimiento de los recien nacidos. Variable categorica: hipotrofico o

eutrofico.
- Semanas de gestacion al nacimiento. Variable categérica: > 32 sdg o < 32 sdg.

- Antecedente de control prenalal. Variable categérica presente o ausente

- Presencia de coricamnioitis clinica. Variable categdrica: presente o ausente.

TAMANO DE LA MUESTRA
Se utilizo el programa EPI-INFO para el calculo del tamafio de muestra. Se tomd
como base una de asociacion con una razéon de momios de 4. Se selecciond un

valor alfa de 005y un valor beta de 0 20. Se obtuvo como resuitado una muestra

de 31 casos y 62 controles
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DESCRIPCION GENERAL DE ESTUDIO.

Se captaron pacientes en la unidad tocoquirurgica del Instituto Nacional de
Perinatologia, las que cursaban entre 28 y 36 semanas de gestacion y que
presentaban TPP sin RPM A estas pacientes se les solicitd su consentimiento
informado para ser incluidas en el estudio Su participacion en el estudio consistid
en la toma de 5 a 10 cc de su LA. En los casos de parto por via vaginal. el
procedimiento  se realizd antes de la amniorrexis. medianle la puncidn
transvaginal de las membranas amnidticas: en las pacientes que fueron
sometidas a cesarea, la toma del LA se realizd al inicio del procedimiento
qurrurgico. EI LA obtenido se transportd al laboratorio en una jeringa tapada,
donde el liguido fue dividido en alicuotas. Una porcion se utiizo para el estudio
microbiologico con cultivo de bacterias aerobias, anaerobias y mycoplasmas
genitales El LA restante inmediatamente se centnfugd a 10.000 RPM por 5
minutos, posteriormente se separd el botdn celular, el cual se elimind y el

sobrenadante se almaceno a -70° C para la determinacion futura de IL-6.

Se llevd a cabo el seguimiento de los recién nacidos hasta cumplir tres dias de
vida, buscando datos de infeccidn. En caso de identificarse sintomatologia
compatible con sepsis. los neonatos se policultivaron  para corroborar la
existencia de un proceso infeccioso Los recién nacidos ¢on sintomatologia de
sepsis, pero sin aislamiento microbioldégico de sus cullivos, se consideraron
dentro de la categoria de sepsis clinica; los neonatos con sintomas de sepsis mas
el aislamiento de alguna bacteria de los cultivos tomados, se consideraron dentro
de la categoria de sepsis corroborada. En ambas sttuaciones. si el cuadro clinico
se nicid dentro de las primeras 72 horas de vida extrautenna, para fines del
estudio [0s recien nacidos se catalogaron como CASOS Los neonatos que no
desarrollaron infeccién neonatal temprana fueron considerados como
CONTROLES.



ESTUDIO MICROBIOLOGICOS DEL LA Les cultivos para bacteras aerobias y
anaerobias, asi como para mycoplasmas genitales, tanto en el LA como en
sangre, liquido cefalorraguideo (LCR) y orina de los recién nacidos, se llevaron a
cabo mediante la metodologia especificada por la Sociedad Americana de
Microbiologia (22) Estos estudios se realizaron en el laboratorio de microbiologia
el Departamento de Infectologia del INPer. Los medios de cultivo en que se
sembraron las muestras fueron: agar sangre de carnero, agar chocolate, agar
MacConkey, agar sal y manitol, agar Thayer Martin. Agar papa dextrosa (PDA)
tergitol 7. caldo urea y caldo arginina. El medio de anaerobiosis se obtuvo
mediante latécnica de la jarra de GasPak  Para los hemocultivos y 10s cultivos
de LCR, las muestras se sembraron en botellas Bact/Alert ® para aerobios y

anaerobios.

MEDICION DE INTERLEUCINA-6 La determinacion de IL-6 se efectudé mediante
la metodologia del ensayo inmunoenzimatico (ELISA) con anticuerpos
monoclonaltes (Diagnostica Pasteur). disponible en el comercio, la cual ha sido
validada para emplearse en suero, plasma y liquido amniético La curva estandar
del ensayo tiene un intervaio de 27 a 975 pg/ml de IL-6. Las muestras se
dituyeron 1:10 con el diluyente proporcionado por el Kit, para ampliar la
posibilidad de mediciones Para fines del analisis. los valores menores de 27
pg/ml se consideraron como cero pa/ml y los valores mayores de 9750 pg/ml se
consideraron en dicha cifra. La medicién de la IL-6 se llevd a cabo en el
laboratorio de Inmunologia del Departamento de Infectologia del INPer. Las
muestras de LA se almacenaron a -70°C. previa ultracentrifugacion a 10 mil RPM
por 5 minutos para la separacion de celulas, las cuales fueron eliminadas La
determinacion de la IL-6 se efectud de manera cegada, mediante la adjudicacion
de un numero clave a cada muestra, por lo que al momento del ensayo no se
conocid de que paciente provenia la muestra. La validacion de la prueba se
realizd mediante la ulilizacion de ios controles internos proporcionados en el kit

para la determinacion de IL-6



DEFINICIONES OPERACIONALES

INFECCION INTRAAMNIQTICA Presencia de bacterias en la cavidad
amnidtica, 1dentificadas por una tincion de Gram o cultivo positivo en €1 LA o la
presencia de corioamnioitis histologica.

- CORIOAMNIOITIS CLINICA. Presencia de dolor abdominal, fiebre, taquicardia y
dolor a la movilizacion uterina.

-PARTO PRETERMINO. Parto entre las 28 y 36 semanas de gestacion.

- SEPSIS NEONATAL TEMPRANA. Proceso infeccioso sistémico, dentro de las
primeras 72 horas de vida extrauterina, manifestado por sintomas clinicos, como
fiebre. hipotermia. dificullad respiratoria e irritabilidad; ademas de alteraciones de
laboratorio, como leucocitosis, leucopenia. trombocitopenia o acidosis metabdlica
Cuando exista aislamiento microbiolégico en hemocuitivo, fiquido cefalorraquideo
0 alguna otra muestra habitualmente estéril se considerara sepsis corroborada;
si no existe aislamiento microbioldgico se considerara sepsis clinica.

- USO DE PROFILAXIS ANTIMICROBIANA Administracion de antibidticos a la
madre al momento del parto o la cesarea en un esquema no mayor de 3 dosis

- PESO AL NACIMIENTO DE LOS RECIEN NACIDOS. Se utilizaron las curvas de
crecimiento del neonato pretérmino del INPer (23) para ninos mexicanos.
aquellos con un peso inferior a la percentil 10 se consideraron hipolroficos

- ANTECEDENTE DE CONTROL PRENATAL. Al haber acudido cuando menos a
tres consultas de control prenatal en el INPer

-NIVELES ALTOS DE IL-6 EN EL LIQUIDO AMNIOTICO. Concentraciones de IL-

6 por arriba de la mediana del total de mediciones



ANALISIS ESTADISTICO.

- Se realizd una descripcion de los resultados mediante el uso de frecuencias,
proporciones, medidas de tendencia central y medidas de dispersion.

- Para evaluar asociacion, se efectud un analisis bivariado mediante {as pruebas
de chi cuadrada o exacta de Fisher para los casos de variables categoricas y ¢ de
Student para las variables cuantitativas continuas. Para cuantificar |a asociacion
entre las diferentes variables vy la sepsis neonatal se calculd razon de momios
(RM) con un intervalo de confianza del 95%.

- Se realiz6 un analisis estratificado utilizando la prueba de Mantel-Haenszel (M-
H). Aquellas variables con una ch2 de M-H con p < 0.1 se ncluyeron para
evaluar confusién. Con la prueba de homogeneidad se evalud si la variable era
modificadora de efecto, aquellas con un p < 0 05 se consideraron modificadoras
de efecto. Las variables que ocasionaron una vanacion de la RM cruda a la RM
ajustada mayor de un 10% se consideraron como confusoras. En el caso que una
variable no fuera ni modificadora de efecto ni confusora se elimnd. Para este
analisis se utilizo el programa estadistico STATA.

- Las variables que en el analisis estratificado resultaron  confusoras, se
integraron a un modelo de analisis multivariado utilizando regresién logistica, la

cual se llevo a cabo con el programa estadistico STATA

ASPECTOS ETICOS.

La presente investigacion es de riesgo minimo, ya que la toma del LA se realizd
durante la amniorrexis al momento de la atencidn del parto. En todos los casos se
contd con el consentimiento informado y por escrito de la paciente que ingreso al
estudio. La investigacion se efectud por profesionales de la salud, con
conocimiento y experiencia para cuidar de la integridad de la paciente y su

producto, bajo la responsabilidad de una institucidn de salud reconocida, como es



el INPer, el que cuenta con personal y recursos materiales que garantizan el
bienestar de la paciente en investigacion y su producto. El protocolo se sometid a
la evaluacion y fue aprobado por los comités de investigacion y de etica del

instituto
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RESULTADOS

De los 93 binomios madre-hijo, 31 correspondieron al grupo de casos y 62 al de
controles. El promedio de edad de las madres del grupo de casos fue de 253 +/-
6.7 afos. con una medida de 24 afos y un intervalo de 16 a 38 anos. En las
madres del grupo de controles el promedio de edad fue de 26 7+/- 7.1 anos, con
una mediana de 25 anos y un intervalo 16 a 40 anos. La mediana de la edad
gestacional al nacimiento del grupo de casos fue de 32 SDG con un intervalo de
28 a 35 semanas y en el grupo de controles fue de 33 SOG con un intervalo de 28

a 36 semanas.

El valor promedio de la IL-6 en el LA de las madres del grupo de casos fue de
5779 +/- 2.804 pg/ml, mientras que en las madres del grupo de controles fue de
734.6 +/- 390.2 pg/ml (p < 0 001) (FIGURA 1)

La mediana del total de mediciones de IL-6 en el LA fue de 1250 pg/mi. Tomando
este valor como punto de corte para catalogar los niveles de IL-6 como aitos o
bajos, 83 8% de las madres del grupo de casos tuvo concentraciones de IL-6
mayores a la mediana, mientras que solo 11 3% de las madres del grupo de

controles tuvo valores de IL-6 superiores a dicho punto de corte

Ocho de las madres del grupo de casos (258%) tuvieron algun aislamiento
microbioldgico del LA, todas ellas tuvieron manifestaciones clinicas de
corioamnioitis. En las madres del grupo de controles hubo 10 (16.1%) pacientes
con aislamiento microbioldgico del LA, de ellas tres presentaron corioamnioitis
clinica. Se observo un patron diferente de las bacterias aisladas en cada uno de
los grupos (TABLA 1). en las madres de los casos se aislaron principalmente
Escherichia coli y Enterococcus fecalis, mientras que en las madres del grupo de

controles se aislaron con mayor frecuencia bacterias del genero Mycoplasma
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TABLA 1

AISLAMIENTO MICROBIOLOGICO DEL LIQUIDO AMNIOTICO

CASOS CONTROLES
8/31 (25.8%) 10/62 (16.1%)
microorganismos* No. microorganismo  No
Escherichia coli 4 Mycoplasma hominis 6
Enterococcus faecalis 2 Ureaplasma urealyticum 2
Streptococcus agalactie 1 Propionibacterium sp 2

Staphylococcus aureus 1
Enterobacter cioacae 1
Citrobacter freundii 1

* 2 pacientes con doble aislamiento:
S. aureus/E.coliy E faecalis/iE coli

Diez recien nacidos correspondientes a casos (32.2%) se les diagnoslicod sepsis
neonatal corroborada, los restantes 21 neonatos (67 8%) de este grupo fueron
considerados con diagnoéstico de sepsis clinica. En los casos con aislamiento
microbiologico, Escherichia coli fue la bacteria mas frecuentemente :dentificada
(TABLA 2).



TABLA 2

AISLAMIENTOS EN LOS NEONATOS CON SEPSIS
CORROBORADA MICROBIOLOGICAMENTE.

MICROORGANISMO No
Escherichia coli 5
Staphylococcus coag. negativo 2
Streptococcus agalactie 1
Enterobacter cloacae 1

Citrobacter freundit 1

TOTAL DE AISLAMIENTOS 10

El microorganismo aislado en siete RN correspondié a la misma bacteria
identificada en el LA de la madre. las bacterias aisladas en estos casos fueron' E.
coli en cuatro binomios y Enterobacter cloacae, Streptococcus del grupo B y

Citrobacter freundii en 10s casos restantes respectivamente

Al comparar a ios pacientes del grupo de casos conltra los del grupo de controles.
ademas de la diferencia encontrada entre el valor de la IL-6 en el LA de las
madres de cada grupo. se observd que una mayor proporcion de los casos
nacieron con una edad gestacional menor de 32 semanas de gestacion (SDG).
con una diferencia estadistica (p < 0004) Asi mismo las madres del grupo de
casos presentd con mayor frecuencia el antecedente de coricamnioitis clinica.
existiendo una diferencia estadistica entre ampos grupos El resto de las variables

comparadas entre los grupos fueron: uso de profilaxis antimicrobiana al momento



del parto. indicada por la identificacion de algun factor de riesgo para infeccion,
como: trabajo de parto prolongado, RPM o tactos multiples: aislamiento positivo
del LA, el peso del recién nacido y el antecedente de control prenatal durante el
embarazo. los resultados de la comparacion de estas variables se muestra en la
TABLA 3.

TABLA 3

COMPARACION DE LAS VARIABLES MEDIDAS
EN LOS GRUPOS ESTUDIADOS

CASOS CONTROLES
n=31 n=62
VARIABLE _No. (%) No. %

IL-6 > 1250 pg/mi* 26 839 7 111 p=0.001""
PROFILAXIS ANTIMICROBIANA 23 741 36 50 ns**
AISLAMIENTO (+) LIQUIDO
AMNIOTICO 8 258 10 181 ns*
RECIEN NACIDO
HIPOTROFICO 9 29 14 225 s
CONTROL PRENATAL 13 41.9 36 50 ns*
CORIOAMNIOITIS CLINICA 8 258 4 64 p=0028
<32 SDGH 21 7.7 21 339 p=0004"

* CONCENREACION EN LIQUIDO AMNIOTICO
** CHICUADRADA

& EXACTA DE FISHER

# SEMANAS CE GESTACION
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83 9% de los hijos de mujeres que tuvieron valores de IL-6 en el liquido amnidtico
superiores a 1250 pg/ml desarrollaron sepsis neonatal temprana, mientras que
solo 16.1% de los neonatos de madres con niveles de IL-6 inferiores a 1250

pg/ml presentaron sepsis neonatal (p < 0.001)

En el analisis bivariado para cuantificar la asociacion de niveles superiores a
1250 pg/ml de IL-6 en el liquido amniotico, con el desarrolio de sepsis neonatal

temprana, se encontré una RM de 40 8 (IC 95% 12,137.8)

ANALISIS BIVARIADO PARA CUANTIFICACION
DE LA ASOCIACION

CASO CONTROL
IL-6 > 1250 pg/ml 26 7 33
IL-6 < 1250 pg/ml 5 55 60
31 62 93

OR =408 (IC 95% 12, 137 8)
CHI CUADRADA =444 p<0CO1

El analisis bivariado de los factores asociados al desarrollo de sepsis neonatal
temprana mostro como variables estadisticamente significativas, ademas de la IL-
6, al uso de profilaxis antimicrobiana durante el parto. el antecedente de
corioamnioitis clinica en la madre y una edad al nacimiento menor de 32 SDG La
RM de estas variables fueron de 2 8 (IC 95% 1 15.71) para el uso de profilaxis
antimicrobiana. de 50 (IC 95% 14517 3) para el antecedente de corioamnioitis
clinicay de 4.1 (IC 95% 164,10 2) para la edad al nacimiento menor de 32 SDG

Los resultados completos se muestra en la TABLA 4
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TABLA 4

ANALISIS BIVARIADO DE FACTORES ASOCIADOS

A SEPSIS NEONATAL

VARIABLE RM  (IC 95%
IL-6 > 1250 pg/m|* 408 (12:1378)
CORICAMNIOITIS CLINICA 50 (1.45,17.3)

EDAD GESTACICNAL
< 32 semanas 4.1 (1.64,102)

PROFILAXIS ANTIMICROBIANA 28 (115.71)

AISLAMIENTO (+) DEL LIQUIDO
AMNICTICO 18 (062:50)

RECIEN NACIDO
HIPOTRCOFICO 14 (052 36)

CONTROL PRENATAL 0.7 (03186

*CONCENTRACICN EN LIQUIDO AN-OTICO

El andlisis estratificado, en el cual la asociacion entre concentraciones mayores
de 1259 pg/ml de IL-6 en el LA con el desarrollo de sepsis neonatal temprana, se
ajustaron por las diferentes variables de control incluidas, se encontro que el uso
de profilaxis antimicrobtana durante el parto. el antecedente de conlrol prenatal el
antecedente de corioamnioitis clinica y la edad gestacional menor de 32 SGD
fueron vanables confusoras. Ninguna de las variables de control

modificadoras de efecto El analisis estratficado se realizd de la siguiente

manera:

<0001

0.008

0002

002

NS

NS

NS



ANALISIS ESTRATIFICADO

- VARIABLE DE CONTROL.

1.1) USO PROFILAXIS ANTIMICROBIANA.

CASO CONTROL
IL-6 > 1250 pg/mi 21 3
IL-6 < 1250 pg/mi 4 31
25 34

1.2) NO USO DE PROFILAXIS ANTIMICROBIANA

CASO CONTROL
IL-6 > 1250 pg/mi 5 4
IL-6 < 1250 pg/ml 1 24
6 28

RAZON DE MOMIOS: 45.3 (IC 95% 12: 170 5)

Prueba de homogeneidad de RM: chi2 = 0.016 p=0.68 -
MODIFICADORA DE EFECTO.

Confusion = RM ajustado - RM crudo = 453-408 =01
RM ajustado 453

M-H: chi2 =448 p<0001

24
35
59

25
34

--- LA VARIABLE NO ES

05 ---- VARIABLE
CONFUSORA



2) AISLAMIENTO (+) DEL LIQUIDO AMNIOTICO
RAZON DE MOMIOS: 38 (IC 95% 8.9. 161 6)

Prueba de homogeneidad. chi2 = 343 p =006 NO MODIFICA EFECTO.

Confusion: 0.06 ---- NO CONFUSORA.

3) RECIEN NACIDO HIPOTROFICO
RAZON DE MOMIOS: 8 (IC 95% 3 17, 21 02)
Prueba de homogeneidad. chi2 =326 p=007
Confusion: 0.04
SE ELIMINA

4) CONTROL PRENATAL.
RAZON DE MOMIOS: 362 (IC 95% 10.4; 126.2)
Prueba de homogeneidad: chi2 =166 p=0.19
Confusion 011 ----- VARIABLE CONFUSORA.
M-H chi2 =459 p< 0001

5) CORIOAMNIOQITIS CLINICA.
RAZON DE MOMIQOS: 36 6 (IC 95% 10 2. 130.4)

Prueba de homogeneidad chi2 = 0058 p=0810

Confusion: 0 11 ----- VARIABLE CONFUSORA.
M-Hchi2 =432 p<0.001

6) EDAD GESTACIONAL < 32 SDG
RAZON DE MOMIOS: 26 8 (IC 95% 7 8. 91 2)
Prueba de homogeneidad chi2 =270 p =009
Confusién: 0.52 ----- VARIABLE CONFUSORA.
M-Hchi2 =412 p <0001

SE ELIMINA
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Se considerd como variable modificadora de efecto aquella en que la prueba de

homogeneidad mostrd una p < 0.05 La confusion se evalud mediante la ecuacién

RM ajustado - RM crudo

RM ajustado

Las variables que ocasionaron un cambic mayor al 10% del RM se consideraron

confusoras.

Los resultados de analisis estratificado se resumen en la TABLA 5.

TABLA 5

ANALISIS ESTRATIFICADO DE LA ASOCIACION ENTRE IL-6 DEL
LIQUIDO AMNIOTICO CON SEPSIS NEONATAL TEMPRANA

VARIABLE DE CONTROL RM _IL-6 (IC 95%)

COMENTARIO

PROFILAXIS ANTIMICROBIANA 453 (12:1705)

AISLAMIENTO (+) DEL LIQUIDO
AMNIOTICO 38 (8.9:1616)

RECIEN NACIDO

HIPOTROFICO 8 (317,210)
CONTROL PRENATAL 362 (10.4:126 2)
CORIOAMNIOITIS CLINICA 366 (102:1304)

EDAD GESTACIONAL
< 32 semanas 286 (79, 912)

(+) POSITIVO

VARIABLE CONFUSORA

VARIABLE CONFUSORA

VARIABLE CONFUSORA

VARIABLE CONFUSORA



Las vanables de control que resultaron confusoras en el analisis estratificado se
incluyeron en un modelo de regresidn logistica. siendo las varnables incluidas
sepsis neonatal temprana (SEP), niveles de IL-6 en el liqguido amnidtico (IL-6).
uso de profilaxis antimicrobiana (PRO). antecedente de control prenatal (CON),

corioamnioitis clinica (COR) y edad gestacional al nacimiento (SDG)

El modelo completo fue el siguiente.

REGRESION LOGISTICA

+AJUSTE DEL MODELO COMPLETO
SEP. IL-6, PRO. CON. COR . SDG

Log likelihood = -31 3632

SEP Coeficiente OR ee IC 95% coef/ee
IL-6 3849 46 98 3531 10.7,204 9 5123
PRO -1.223 29 0.219 006,126 -164
CON 524 16 115 044 644 0 768
COR - 573 563 0531 008355 -0608
SDG 854 235 1639 059.922 1225
-constante -2693

Las variables que tuvieron una razon coeficiente/error estandar mas cercano a 2
se dejaron para construir el modelo reducido, el cual quedd de la siguiente

manera:



+ AJUSTE DEL MODELO REDUCIDO.

Log likelihood = -31 8652

SEP coeficiente OR ee IC 95% coefle e
IL-6 3.664 39.04 0 6866 10.1; 150 5336
PRO -1.135 32 0.7201 07.131 -1576
SDG 893 2 44 06561 06.:88 1.361

Una vez que se ajustaron el modelo completo y el modelo reducido, se aplico la
prueba de razon de verosimilitud (likelihood test ratio) para probar la significancia

del modeto La aplicacidn de la prueba fue la siguiente:

+ PRUEBA SIGNIFICANCIA DEL MODELO.
Prueba de razon de verosimilitud (likelihood test ratio) = LTR =
- 2 (Log likelihood M.C. - Log likelihood M R )
LTR = 1.004 ----- se pruebaconchi2y2gl p=060

Al no encontrarse que los modalos haya sido diferentes, con una p > 005 se
acepta la hipotesis nula. el modelo menor es el que se deja. Se probd con este

uttimo un nuevo modelo reducido

Log likelihood = -33 20

SEP coeficiente OR ee IC 85% coefle e
IL-6 3.50 3335 0 641 94 1173 546
SDG 941 2.56 0.643 072:904 1.46

- coef -2797

LTR=268 p=0.10
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Nuevamente al tenerse una p > 0 05 se acepta la hipotesis de nulidad, por lo que
no existe diferencia entre ambos modelos dejandose el de menor numero de

vanables. El modelo final fue el siguiente

MODELO FINAL

ASOCIACION ENTRE IL-6 > 1250 pg/ml EN LIQUIDO AMNIOTICO Y SEPSIS
NEONATAL TEMPRANA AJUSTADO POR EDAD GESTACIONAL

OR IC 95%
IL-6 > 1250 pg/m| 3335 94,1173
<32 SDG* 256 072,904

* SEMANAS DE GESTACION

Finalmente se probd que tan bueno fue el modelo final mediante la prueba de

bondad de ajuste’
+ PRUEBA DE BONDAD DE AJUSTE (L Fit programa stata)
chi2=280 p=009

La prueba de bondad de ajuste mostro una chi2 de 2 80 para una p = 0 09. por lo
que se acepla la hipotesis nula, o que muestra que el modelo final ajusta siendo

un modelo adecuado.

La asociacién final encontrada entre los niveles superiores a 1250 pg/ml de IL-6
en el LA de mujeres con parto pretérmino sin RPM con el desarrollo de sepsis
neonatal temprana en sus productos tuvo una RM de 33 35 (IC 95% 94.117 3),

ajustada esta RM por edad gestacional.



DISCUSION.

A nivel mundial, la morbilidad y mortalidad perinatal constituyen un probiema de
salud publica de primer orden, siendo clara la relacion existente entre las
complicaciones meédicas de la mujer embarazada y las repercusiones adversas en
su producto. La infeccion representa una de las complicaciones mas frecuentes
del embarazo, la cual influye de manera negativa en varios aspectos del ambito
perinatal. En el presente estudio, de acuerdo con |as evidencias existentes sobre
la relacion entre la infeccion intrauterina con la infeccion neonatal congénita, se
evalud la asociacion entre la concentracidon de IL-6 en el LA, como un marcador

de infeccion materna, con el desarrollo de sepsis neonatal temprana

La llA o corioamnioitis es una complicacion que ocurre entre el 0.5% vy el 10% del
total de embarazos (1.2,24), es la causa del 10 al 40% de los sindromes febriles
en la etapa periparto y se asocia con sepsis neonatal temprana de un 20 a 40%
de los casos (25) Los neonatos de mujeres complicadas con corioamnioitis tienen
evidentemente un mayor riesgo de infectarse: en un estudio de Giltrap y cols. (26
) de 312 mujeres con esta complicacion. 45% de los neonatos presentaron un
cuadro clinico compatible con sospecha de sepsis y se tuvo corroboracion
microbioldgica de sepsis en 54% de sus recién nacidos. Otros autores han
descrito el desarrollo de neumonia 0 sepsis congenita hasta en 24% de los
neonatos de pacientes con IlA (27) En la poblacion de recién nacidos pretérmino

la corloamnioitis probablemente resulta en una tasa mayor de morbilidad (20).

En esle estudio se jncluyeron mujeres con pario pretérmino para evaluar la
asociacion entra la IL-6 materna y sepsis neonalal congénita debido a la relacion
descrita entre los procesos infecciosos y el desencadenamiento del TPP (3)
Hillier y cols (28) realizaron un estudio prospectivo. en el que demostraron una
clara relacion entre corioamnioitis histopalologica y parto pretérmino, en este

estudio la mayoria de las pacientes no tuvo manifestaciones clinicas de la



infeccion. Varios investigadores han realizado amniocentesis para documentar [I1A
en mujeres con TPP y membranas amniotica integras, combinando estos reportes
se encontraron 551 amniocentesis realizadas con un 15% de posilividad en los
cultivos del LA (29) En un modelo muitivariado utilizado para determinar la
relacion entre diversos factores obstétricos con el desarrollo de corioamnioitis, se
encontré una asociacion independiente entre esta complicacion infecciosa y el

parto pretermino (30).

La IL-6 fue seleccionada en este estudio para ser evaluada como un predictor del
desarrollo de sepsis neonatal temprana, en hijos de mujeres con TPP sin RPM por
las siguientes razones: 1) se ha demostrado su elevacion en los casos de mujeres
con trabajo de parto pretérmino y cultivo positivo de su LA (6,7,12,15) o con
corroboracion histopatolégica de corioamnioitis (5.16,31); 2) es producida en
decidua. corion, células trofoblasticas y celulas amnidticas en respuesta a
infecciones bacterianas (12); y 3) es una de las primeras citocinas que se
sintetizan y secretan en las condiciones mencionadas, por lo que se considera un

marcador temprano de infeccion (32).

En los casos de coricamnioitis subclinica o de TPP, en vista de la baja
sensibilidad y del tiempo requerido para el desarrollo de cullivos baclerianos, se
ha visto la necesidad de contar con marcadores diagnosticos de infeccion mas
sensitivos y rapidos, por lo que se han evaluado diversos de ellos, entre los que
se encuentran: la tincion de Gram del LA, cuenta de leucocitos en el LA medicion
de la proteina C reactiva en suero. cuantificacidn de glucosa en el LA,
determinacion de la aclividad de esterasa leucocitaria y catalasa. el ensayo de
lisado del limulus amebocite. la determinacion de la proteina 1-alfa de
macrofagos, fa medicion de la actividad fetal. la deteccion de endotoxinas

baclerianas y la determinacion de cilocinas en el LA (4 56.21 33-41)
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En otros estudios en que se realizd amniocentesis y cultivo del LA en mujeres
con trabajo de parto pretérmino, se informd del aislamiento de bacteras
semejantes a las encontradas en nuestro estudio, con el predominio de
mycoplasmas (35). aunque existen reportes en que se ha informado del
aislamiento de bacterias anaerobias con mayor frecuencia que en nuestro estudio
(39.40). Es interesante el hallazgo habido, de que bacterias como Escherichia coli
0 Enterococcus fecalis se aislaron con mayor frecuencia en mujeres que sus
recién nacidos desarrollaron sepsis temprana. mientras que mycoplasmas se
aislaron principalmente de mujeres que sus hijos no presentaron sepsis neonatal.
En nuestro trabajo no se hizo un analisis, si de acuerdo al tipo de bacteria aislada
hubo un nivel diferente de IL-6 en el LA, pero estudio previos han descrito que no

existe tal diferencia (15)

Los valores de IL-6 considerados como altos fueron aquellos superiores a 1250
pg/ml. aungue no se han establecido valores de IL-6 en el LA que se puedan
considerar como normales. En otros estudios. los niveles de IL-6 que se han
tomado como indicadores de infeccion intrauterina varian desde 600 pg/ml hasta
375 ng/ml (5-7.12.15,21,31), lo que representa un intervalo muy amplio. Aunque
algunos de estos estudios han utilizado un método mas solido para establecer el
punto de corte de los vaiores de la IL-6 en el LA que diagnostiquen IIA, como es
el uso de la curva de caracteristica receptor-operador (curva ROC). la gama tan
amplia de valores informados en la literatura depende del metodo utilizado para la
medicion de esta interleucina en cada estudio. como bioensayo o ELISA; por esta
razdn, no tomamos ninguno de los valores informados en la hteratura como punto

de corte para este estudio.

El estudio mostrd una asociacion alta entre la elevacion de los niveles de IL-6 en
el LA de mujeres con parto pretermino sin RPM y sepsis neonatal temprana en
sus hijos El analisis estratificado. mostré que el uso de profilaxis antimicrobiana

durante el procedimiento de resolucion del embarazo, el antecedenie de control



prenatal, la conoamnioitis clinica y la edad gestacional al nacimiento menor de 32
SDG fueron variables de confusién El analisis multivanado senaldé una
asociacion fuerte entre una concentracion de IL-6 en el LA de las madres superior
a 1250 pg/ml y el desarrollo de sepsis neonatal temprana en sus produclos.
mientras que solo la edad gestacional de los recién nacidos menor a 32 semanas
también estuvo asociada Estos resultados nos permiten establecer que en
aquellos embarazos resueltos antes de las 32 SDG. la determinacidn de niveles
de IL-6 en el LA mayores a 1250 pg/ml permite predecir un rigsgo alto de los RN

para presenlar sepsis neonatal temprana

Estudios previos han descrito una asociacion entre la elevacion de las
concentraciones de IL-6 en el LA y un aumento en la morbilidad neonatal. Romero
y cols. (21) encontraron una razon de momios de 13 84 relacionando valores de
IL-6 superiores a 36 ng/ml y la ocurrencia de morbilidad neonatal: en dicho
estudio no se especificd cuales fueron Ios problemas neonatales encontrados. En
el estudio de Yoon y cols (31) en que se evaluo a la IL-6 en el LA como un
predictor de morbilidad pernatal. las madres cuyos hijos presentaron
complicaciones neonatales. tuvieron concentraciones mayores de IL-6 que las
madres de neonatos sin complicaciones. En ese estudio. la mediana de IL-6 en el
LA de las madres de RN con sepsis congenita fue de 231 6 ng/ml (intervalo 30 1-
499.2 ng/ml), contra una mediana de 62 ng/ml (intervalo 07-327 ng/mi) en
aquellas madres de neonatos sin sepsis. En olro estudio de Romero y cols. (7). se
observo que las madres de neonatos con Sepsis congénita  tuvieron
concentraciones de IL-6 en el LA por arriba del punto de corte que los autores
establecieron La mayoria de sus casos de sepsis fueron debidos a infeccion
congeénita por Treponema pallidum; para determinar si los niveles de IL-6 tenian
algun valor predictor de morbilidad y mortalidad neonatal. los autores realizaron
una analisis de regresion logistica. cuyo resultado infarmé que las varnables
independientes que estuvieron significativamente relacionadas a la morbi-

mortalidad neonatal fueron concentraciones de IL-6 en el LA y edad gestacional



al momento de la admision. Resultados semejantes fueron observados en el
presente estudio, aunque en el estudio de Romero y cols (7), no calcularon una

razon de momios especificamente para sepsis neonatal

Ademas de la IL-6, se han evaluado otros marcadores de infeccion materna y su
valor como predictores de sepsis neonatal. Matsuda y cols (42) describieron que
en 50% de neonatos con infeccion se detecto actividad de la enzima elastasa de
los granulocittos en el LA de su madre. Carroll y cols (41) informaron de varios
estudios en que se investigd una anormalidad en el perfil biofisico fetal como
indicador de Iinfeccidon in utero, reportando que de 45 a 80% de los fetos
infectados presentaron un perfil anormal. La IL-8 se ha investigado también como
marcador de 1A (33.39), asi como el receptor soluble de IL-2 (43). la elevacion de
ambas proteinas ha mostrado estar relacionada con corioamnioitis. por 1o que

probablemente tambien puedan relacionarse con sepsts neonatal en los hijos.

En los ultimos anos, se ha investigade ademas. la utilidad de la determinacién
sérica de la IL-6 en neonatos como marcador o predictor de sepsis Groll y cols.
(11) en ocho de 10 neonatos con sepsis encontraron valores séncos de IL-6 hasta
80 veces mas altos que en neonatos sanos Lehrnbecher y cols (44) compararon
los niveles séricos de IL-6 en recién nacidos con sepsis contra neonatos sanos en
las primeras 48 horas de vida y encontraron que una sensibilidad de la IL-6 para
el diagnostico de sepsis de 069 y una especificidad de 091 Buck y cols (45)
encontraron una sensibihdad de la IL-6 sérica de 73% para diagnosticar sepsis
neonatal corroborada y de 87% para sepsis clinica en recién nacidos admitidos en
unidades de cuidado inlensivo Panero y cols (46) midieron los niveles sericos de
IL-6 en varios grupos de recién nacidos internados en unidades de curdado
intensivo; al primer dia de vida, IL-6 se encontro elevada en todes ellos, sin
observar este incremento en necnatos normales evaluados como controles: al
segundo dia de vida, IL-6 persistio elevada en los ninos con sepsis corroborada o

con sepsis clinica, mientras que en el resto de neonatos, con problemas
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dferentes a la infeccion, hubo una caida significativa en las concentraciones
séricas de esta citocina. Finalmente, en un estudio publicado recientemente. se
evaluaron a 38 neonatos septicos y 38 controles, observanda una elevacion
significativa de los niveles plasmaticas de IL-6 en los recién nacidos infectados y
una correlacion positiva de los niveles de IL-1 beta y de FNT alfa con los de IL-6
(47)



CONCLUSIONES.

Las infecciones neonatales frecuentemente ocurren cuando existen infecciones
maternas intrauterinas, de ahi que el diagnostico temprano de las complicaciones
infecciosas en las embarazadas es esencial para implementar intervenciones
terapéuticas que permitan reducir el riesgo neonalal. Con esla base partimos para
realizar el estudio de la asociacion de la IL-6, como marcador de A, con el
desarrollo de sepsis neonatal temprana. Los resultados mostraron que las
concentraciones de IL-6 superiores a 1250 pg/ml en el LA de mujeres con parto
pretérmino sin RPM se asocian significativamente con el desarrollo de sepsis
neonatal temprana en sus prcductos, condicion que no se modifica con la
participacton de otras variables. Una segunda variable que se asocid
significativamente con la presentacion de sepsis neonatal temprana fue una edad

gestacional menor a las 32 SDG en el recién nacido

Estos resultados permiten proponer a la determinacion de IL-6 en el LA como un
indicador para identificar a los recién nacidos con mayor riesgo de infectarse

secundariamente a problemas infecciosos intrauterinos de la madre

En el momento actual, la utilizacién clinica de esta prueba tiene varias limitantes,
por una parte su alto costo y por otra, que aun no existe una adecuada
estandarizacion en la medicion de la concentracion de IL-6 en el LA por lo que
tampoco existe un consenso sobre la concentracidn de IL-6 en el LA que sirva
como punto de corte para predecir mejor el desarrollo de complicaciones

infecciosas neonatales adquiridas in utero.
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