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3. INTRODUCCION

En México la mortalidad neonatal representa 45.8% de todas las muertes
ocurridas en el 1*" afio de vida y 74.4% de las registradas en los primeros 28 dias,
con una tasa de mortalidad neonatal precoz de 7.7/1000 nacidos vivos.

En el Instituto Nacional de Perinatologia se reportan tasas de mortalidad de
17.3/1000 nacidos vivos, con una tasa de mortalidad para menores de 1500gr la
tasa es de 626/1000 nacidos vivos.

Dado los altos rangos de mortalidad por sepsis en recién nacidos de muy bajo
peso al nacer, se hace importante un diagnostico y terapéutica apropiada oportuna
para mejorar el prondstico de estos pacientes. Sin embargo en la practica clinica
el diagnostico de sepsis neonatal nosocomial es dificil ya que este se basa en
criterios clinicos y de laboratorio que son inespecificos y el tratamiento se inicia
inmediatamente en forma empirica lo que conlleva a un uso indiscriminado de
medicamentos antibiéticos y por ende un incremento en las resistencias
microbianas.

Es evidente por tanto la necesidad de contar con indicadores tempranos de
infeccion en el neonato, sobre todo si se considera la rapidez con la que una
infeccion local puede convertirse en sistémica y derivar en sepsis durante el primer
mes de vida. Pese a esto el hemocultivo continua siendo el estandar de oro para
el diagnostico de sepsis, a expensas de tener una baja sensibilidad (50-60%). Es
por esto que en las uUltimas décadas se han desarrollado sistemas de puntuacion
como la escala de NOSEP-1, la cual esta compuesta por 1 factor de riesgo (uso
de NPT mayor a 14 dias) 1 criterio clinico (Fiebre mayor a 38.2°C) y 3 criterios de
laboratorio (PCR >14mg/dl, neutrofilos >50% y trombocitopenia <150x1091) a los
cuales se les otorgo un puntaje de acuerdo a los OR obtenidos y se considera
positivo para sepsis hosocomial cuando se obtiene un valor mayor a 8, con una
sensibilidad del 95%, especificidad del 43%, valor predictivo positivo 54% y valor
predictivo negativo de 93%.

En el Instituto Nacional de Perinatologia se validé la escala de NOSEP-1 en
recién nacidos prematuros de muy bajo peso al nacer con sospecha de sepsis
neonatal tardia, obteniéndose una sensibilidad del 62.7%, especificidad 70%, valor
predictivo positivo 53.8% y valor predictivo negativo 50%, encontrandose al igual
gue en el estudio original algunas limitaciones como el tamafio de la muestra, y un
namero reducido de pacientes con infeccidon por microorganismos Gram negativos.
Es importante hacer notar que la sensibilidad, especificidad y valores predictivos
encontrados en este estudio son menores a los reportados en el estudio original,
siendo probable que esto pudiera mejorar al integrar a la escala algunas
modificaciones basadas en las alteraciones de los parametros propios de la edad,
sugestivos de sepsis nosocomial en recién nacidos de muy bajo peso al nacer.



4. RESUMEN

INTRODUCCION: Es evidente la necesidad de contar con indicadores
tempranos de infeccion en el neonato, sobre todo si se considera la rapidez con la
gue una infeccion local puede convertirse en sistémica y derivar en sepsis durante
el primer mes de vida. El hemocultivo continua siendo el estandar de oro para el
diagnoéstico de sepsis, a expensas de tener una baja sensibilidad (50-60%) vy el
inconveniente de requerir largo tiempo de espera para obtener resultados. Es por
esto que en las Ultimas décadas se han desarrollado sistemas de puntuacion
como la escala de NOSEP-1, la cual esta compuesta por 1 factor de riesgo (uso
de NPT mayor a 14 dias) 1 criterio clinico (Fiebre mayor a 38.2°C) y 3 criterios de
laboratorio (PCR >14mg/dl, neutrofilos >50% y trombocitopenia <150x109/1) a los
cuales se les otorgo un puntaje de acuerdo a los OR obtenidos y se considera
positivo para sepsis nhosocomial cuando se obtiene un valor mayor a 8, con una
sensibilidad del 95%, especificidad del 43%, valor predictivo positivo 54% y valor
predictivo negativo de 93%.

OBJETIVO: Determinar si las modificaciones a las variables de la escala de
NOSEP-1 tienen una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo mayor en el diagndstico de sepsis neonatal tardia en recién
nacidos menores de 1500grs.

MATERIAL Y METODOS: Se incluyeron en el estudio los recién nacidos
menores de 37 semanas de gestacion y peso al nacimiento menor de 1500grs que
contaron con mas de 48hrs de estancia en la UCIN o UCIREN y presentaron
sospecha de sepsis neonatal a los cuales se les tomo biometria hematica
completa, proteina C reactiva, Interleucina 6 y hemocultivo al momento de inicio
de los sintomas y se les aplico la escala NOSEP-1 y NOSEP-1 modificada. Dado
que la Interleucina 6 es una prueba que no se realiza de manera rutinaria en el
INPerlER, se procedid a realizar la estandarizacion de la prueba a través de
inmunoandlisis enzimatico por quimioluminiscencia.

RESULTADOS: Las curvas para ajustador alto y bajo de Interleucina se
encontraron dentro del limite permitido para la misma. Al realizar la medicion de de
Interleucina 6 con un suero control de valor conocido el resultado se encontro
dentro de los rangos esperados.

CONCLUSIONES: La estandarizacion de la medicion de Interleucina 6 por
medio de inmunoanalisis enzimatico nos servirA como punto de partida para un
futuro analisis de esta prueba, que al conjuntarla con datos clinicos y de
laboratorio nos podra servir como escala diagnéstica para sepsis neonatal
nosocomial.



5. ABSTRACT

INTRODUCTION: The necessity is evident to count on early indicators of
infection in the newborn, mainly if is considered the rapidity with which a local
infection can become disseminate and derive in sepsis during the first month from
life. The blood culture being continuous the gold standard for the diagnosis from
sepsis, to expenses to have the low sensitivity (50-60%) and the disadvantage of
requiring length time of delay to obtain results. Is by this, that in the last decades
systems of score like the NOSEP-1 scale have been developed, which this
composed by 1 factor of risk (use of NPT greater to 14 days) 1 clinical criterion
(greater Fever to 38.2°C) and 3 criteria of laboratory (PCR >14mg/dl, neutrophils
>50% and thrombocytopenia).

OBJECTIVE: To determine if the modifications to the variables of the NOSEP-1
scale have a sensitivity, specificity, positive predictive value and greater negative
predictive value in the diagnosis of delayed neonatal sepsis in new born smaller of
1500grs.

MATERIAL AND METHODS: Were included in the study newborn of <37 weeks
of gestation and weight to birth of <1500grs than counted with more of 48hrs of
stay in UCIN or UCIREN and presented suspicion of neonatal sepsis to which
complete blood cell, C reactive protein, blood culture, Interleukin 6 were collected
at the time of beginning of the symptoms and was applied modified scale to them
NOSEP-1 and NOSEP-1. Since Interleucina 6 is a test that is not made of routine
way in the INPerlER, it was come to make the standardization of the test through
enzymatic immunometric assay by chemiluminescent.

RESULTS: The curves for high and low adjustment for Interleukin 6 were within
the limit allowed for the same one. When making the measurement of Interleukin 6
with a serum control of well-known value the result was within the awaited ranks.

CONCLUSIONS: The standardization of the measurement of Interleucina 6 by
means of enzymatic immunometric assay will serve us like departure point for a
future analysis as this test, that when combining it with clinical data and of
laboratory it will be able to serve to us like diagnosis scale for nosocomial neonatal
sepsis.



6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢.Si se realizan modificaciones a las variables de la escala de NOSEP-1 se
tendra una mayor sensibilidad y especificidad para el diagndstico de sepsis
neonatal tardia en recién nacidos menores de 1500grs?



7. MARCO TEORICO

Aunque los avances en cuidados intensivos neonatales han sido asombrosos en
los dltimos 30 afios, llegando a proveer una mayor sobrevida de los recién nacidos
de muy bajo peso al nacer (peso al nacimiento menor a 1500grs), las
complicaciones y estigmas en ellos, son también mayores, en muchos casos como
consecuencia del manejo agresivo e intervencionista que amerita su especial
condicion. Dentro de estas complicaciones, la sepsis neonatal nosocomial,
continua siendo una importante causa de morbi-mortalidad en todo el mundo,
ocurriendo en rangos de incidencia de 11.5-32.4%.1-8

En México la mortalidad neonatal representa 45.8% de todas las muertes
ocurridas en el 1*" afio de vida 'y 74.4% de las registradas en los primeros 28 dias,
con una tasa de mortalidad neonatal precoz de 7.7/1000 nacidos vivos.>**

En el Instituto Nacional de Perinatologia se reportan tasas de mortalidad de
17.3/1000 nacidos vivos, con una tasa de mortalidad para menores de 1500gr la
tasa es de 626/1000 nacidos vivos. Las cifras altas de mortalidad y sepsis
neonatal reportadas en este Instituto pueden deberse a las caracteristicas de la
poblacion estudiada, ya que es un centro de referencia en donde se atienden
embarazos de alto riesgo.911

Dado los altos rangos de mortalidad por sepsis en recién nacidos de muy bajo
peso al nacer, se hace importante un diagnostico y terapéutica apropiada oportuna
para mejorar el prondstico de estos pacientes. Sin embargo en la practica clinica
el diagnostico de sepsis neonatal nosocomial es dificil ya que este se basa en
criterios clinicos y de laboratorio que son inespecificos y el tratamiento se inicia
inmediatamente en forma empirica lo que conlleva a un uso indiscriminado de
medicamentos antibidticos y por ende un incremento en las resistencias
microbianas.12-14

Es evidente por tanto la necesidad de contar con indicadores tempranos de
infeccion en el neonato, sobre todo si se considera la rapidez con la que una
infeccion local puede convertirse en sistémica y derivar en sepsis durante el primer
mes de vida.® Pese a esto el hemocultivo continua siendo el estandar de oro para
el diagnostico de sepsis, a expensas de tener una baja sensibilidad (50-60%). Es
por esto que en las uUltimas décadas se han desarrollado sistemas de puntuacion
como la escala de NOSEP-1, la cual esta compuesta por 1 factor de riesgo (uso
de NPT mayor a 14 dias) 1 criterio clinico (Fiebre mayor a 38.2°C) y 3 criterios de
laboratorio (PCR >14mg/dl, neutrofilos >50% y trombocitopenia <150x1091) a los
cuales se les otorgo un puntaje de acuerdo a los OR obtenidos y se considera
positivo para sepsis hosocomial cuando se obtiene un valor mayor a 8, con una
sensibilidad del 95%, especificidad del 43%, valor predictivo positivo 54% y valor
predictivo negativo de 93%.(TABLA 1) 1516



En el Instituto Nacional de Perinatologia se validé la escala de NOSEP-1 en
recién nacidos prematuros de muy bajo peso al nacer con sospecha de sepsis
neonatal tardia, obteniéndose una sensibilidad del 62.7%, especificidad 70%, valor
predictivo positivo 53.8% y valor predictivo negativo 50%, encontrandose al igual
gue en el estudio original algunas limitaciones como el tamafio de la muestra, y un
namero reducido de pacientes con infeccidbn por microorganismos Gram
negativos.13 Es importante hacer notar que la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos encontrados en este estudio son menores a los reportados en el
estudio original, siendo probable que esto pudiera mejorar al integrar a la escala
algunas modificaciones basadas en las alteraciones de los parametros propios de
la edad, sugestivos de sepsis nosocomial en recién nacidos de muy bajo peso al
nacer.

Dentro de los datos clinicos que nos sugieren un proceso infeccioso, la
inestabilidad térmica ha destacado como uno de los principales, estableciéndose
en el Consenso Internacional de Sepsis Pediatrica publicado en el afio 2005, como
parte del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y determinandose como la
presencia de temperatura mayor a 38.5°C o menor a 36°C. Dado que en los
recién nacidos pretérmino es mas comun la presencia de hipotermia (por una
mayor perdida de calor, principalmente a través de la evaporacion, asi como
mecanismos termorreguladores ausentes o muy disminuidos) mas que de fiebre
como dato de sepsis seria importante considerar la hipotermia dentro de los datos
clinicos de la escala asi como hacer la diferencia entre temperatura minima para
recién nacido de término que se ha establecido en 36°C y en recién nacido
pretérmino de muy bajo peso al nacer que se establece en 36.5°C.413-14,17-19

Dentro de las pruebas de laboratorio mas frecuentemente utilizadas en el
diagnéstico de sepsis neonatal, se encuentra la cuenta de leucocitos y de esta en
especial la cuenta de neutrofilos totales, bandas totales y relacion banda
neutrofilos. Los rangos considerados normales son muy variados y dependen de la
edad gestacional y postnatal al momento de la toma de la muestra. Se considera
en general neutropenia en recién nacidos pretérmino conteos menores a
4,000cel/mm3 neutrdfilos totales en las primeras 48hrs de vida y menores a
1500cel/mms3 posterior a los 3 dias de vida y para recién nacidos de término
conteos menores a 2000cel/mm3 en las primeros 48hrs y menores a 1500cel/mms3.
4.20-22 QOtra prueba de laboratorio frecuentemente utilizada para complementar el
diagnostico de sepsis es el conteo de plaguetas, las cuales también difiere en
cuanto a la edad gestacional, considerandose plaquetopenia en recién nacidos
pretérmino conteos menores a 100,000cel/mm3 y en recién nacidos de término
conteos de menos de 150,000cel/mm3, siendo importante considerar estas
variaciones en la aplicacién de la escala NOSEP-1.21-24

Sin embargo ninguna de estas pruebas a mostrado por si sola ser consistente
con diagnéstico de sepsis neonatal y dado las inconsistencias en la clinica para el
diagnéstico de sepsis, en los ultimos afos, se ha vuelto la vista a las citocinas



inflamatorias, siendo las principalmente estudiadas el factor de necrosis tumoral
alfa (FNT-alfa), interleucina 6 (IL-6), (interleucina 8) IL-8 y procalcitonina. En un
estudio multicéntrico prospectivo realizado por Kuster y col. en el afio 1997, en
recién nacidos de muy bajo peso al nacer, se observé un incremento significativo
del antagonista de IL-1 y de IL-6 dos dias antes del diagnadstico clinico de sepsis,
sugiriendo que estas citocinas pueden ser de utilidad para apoyar una decision
clinica e iniciar tratamiento con antibioticos en forma mas oportuna en los
neonatos con alto riesgo de desarrollar sepsis. 8 25-28

La interleucina 6 (IL-6) es una proteina de 184 aminoacidos. Su gen es de
aproximadamente 5Kb y en el humano se localiza en el cromosoma 7p21. Parece
ser ambos marcador y mediador de sepsis. La produccion de IL-6 es rapidamente
inducida en el curso de una reacciéon inflamatoria aguda asociada con lesion,
trauma, estrés, infeccion, muerte cerebral y otras situaciones. La inyeccion de
endotoxina en humanos voluntarios resulta en niveles plasmaticos de IL-6 pico
2hrs posterior a la inyeccion. La liberacion de IL-6 es estimulada por factor de
necrosis tumoral e IL-1, pero persiste en el plasma por mucho mas largo tiempo
que estas otras citocinas proinflamatorias.?® Estudios previos en recién nacidos
con sepsis han reportado una sensibilidad entre 78-97% y especificidad de 70-
96%, con valor predictivo positivo entre 40-94% y valor predictivo negativo de 78-
98%, siendo su utilidad principalmente en las primeras 24hrs de diagnostico
clinico. En cuanto al valor de corte para sepsis en neonatos, se han determinado
valores que van desde 18pg/ml hasta 500pg/ml siendo los mas constantes entre
25.7-55pg/ml.30-37 En el Instituto Nacional de Perinatologia en el afio 2004 se
determind el valor de corte para IL-6 en 11pg/ml para el diagnéstico de sepsis en
recién nacidos de término y pretérmino con una sensibilidad del 81.8%,
especificidad del 90.9%, valor predictivo positivo de 81% Yy valor predictivo
negativo de 90%.*

Otra herramienta de laboratorio util para el diagnéstico de sepsis, es la Proteina
C reactiva, un reactante de fase aguda que se libera en condiciones no infecciosas
como lesion tisular o inflamacion y condiciones infecciosas y se ha utilizado como
indicador de sepsis neonatal. Es sintetizada por el higado y el mayor estimulo para
su produccion es la IL-6 junto con la IL-1 y el FNT alfa. La PCR es liberada 4-6hrs
después del inicio del estimulo con un pico a las 24-48hrs, y posteriormente
disminuye a través del tiempo en tanto se resuelve la inflamacién.** Aunque un
gran numero de condiciones elevan la PCR en suero; en el neonato, la causa
namero uno de inflamacion es la infeccion, por lo que esta ha sido utilizada
ampliamente para el diagnoéstico de sepsis. Los valores de corte que se han
utilizado en recién nacidos van desde 6.1 a 20mg/l siendo el mas comunmente
utilizado como indicador de sepsis valores mayores a 10mg/l. Tiene una
sensibilidad que va desde 33-98%, especificidad de 54-96%, valor predictivo
positivo de 83-97% y valor predictivo negativo de 58-98% variando de acuerdo al
valor de corte utilizado y el autor.6. 30-31, 33-34, 36-37, 40-42



En un estudio realizado por Doellner et al.** en 1998 se encontré que la

asociacion de IL-6 y PCR tenia una mayor sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo que el utilizarlas solas para el
diagnéstico de sepsis. Por lo que al considerar la evidencia antes expuesta el
presente estudio tiene como finalidad modificar la escala de NOSEP-1 tomando en
cuenta: inestabilidad térmica (temperatura >38.5°C 0 <36°C) y una nueva variable
de laboratorio como es la IL-6; modificar los parametros hematoldgicos (conteo
total de neutréfilos y plaquetas) de acuerdo a la edad gestacional y edad
posconcepcional del paciente, asi como validar esta nueva herramienta para el
diagnéstico de sepsis en recién nacidos de muy bajo peso al nacer en el Instituto
Nacional de Perinatologia.



8. OBJETIVO

Determinar si las modificaciones a las variables de la escala de NOSEP-1 tienen
una sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo
mayor en el diagndstico de sepsis neonatal tardia en recién nacidos menores de
1500grs.



9. HIPOTESIS

Si se realiza modificaciones a las variables de la escala de NOSEP-1 entonces
la escala tendra una mayor sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de
sepsis neonatal tardia en recién nacidos menores de 1500grs, que el original.



10. JUSTIFICACION

La sepsis neonatal nosocomial es una de las infecciones mas frecuentes a nivel
hospitalario, sin embargo su diagnoéstico es aun dificil dado la inespecificidad de
las manifestaciones clinicas y la sensibilidad de las principales pruebas
diagnésticas que se utilizan en la practica diaria. El hemocultivo continua siendo el
estandar de oro para el diagndéstico de sepsis neonatal, sin embargo dada su baja
sensibilidad, se ha buscado nuevos métodos entre los cuales las escalas clinicas
han tomado auge. La escala de NOSEP-1 ha destacado como una herramienta
atil, de aplicacion facil y rapida el diagndstico de sepsis en recién nacidos. Sin
embargo al ser aplicada en neonatos de muy bajo peso al nacer su sensibilidad y
especificad se ven disminuidas dado que estos pacientes presentan
caracteristicas especiales para responder ante un estimulo infeccioso; dentro de
estas la principal es su pobre respuesta a responder con fiebre ante una agresion,
siendo mas comun la presencia de hipotermia por lo que sugerimos modificar el
item fiebre por uno llamado alteraciones en la estabilidad térmica que incluya
ambas posibilidades. En cuanto a las variables hematoldgicas los valores de
neutropenia y trombocitopenia varian de acuerdo a la edad gestacional y dias de
vida del recién nacido por lo que es importante considerar estas variaciones en la
escala. Ademas de estos parametros existen otros parametros de laboratorio
como interleucina 6 que han mostrado una alta sensibilidad en el diagndstico de
sepsis que puede ser incluida como modificacion.

La finalidad de estas modificaciones es fortalecer de manera temprana la
impresion clinica del médico tratante y agilizar el establecimiento de una terapia
antimicrobiana de manera oportuna.



11. DISENO METODOLOGICO

DISENO DE ESTUDIO: Cohorte, transversal, comparativa. Fase de
estandarizacion.

SITIO DE REALIZACION: Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN),
Unidad de Cuidados Intermedios del Recién Nacido (UCIREN) y Laboratorio de
Inmunologia del Instituto Nacional de Perinatolgia “Isidro Espinosa de los Reyes
(INPerlER)”

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO Y PROCEDIMIENTOS:

Se incluyeron en el estudio los recién nacidos menores de 37 semanas de
gestacion y peso al nacimiento menor de 1500grs que contaron con mas de 48hrs
de estancia en la UCIN o UCIREN y presentaron sospecha de sepsis neonatal
para lo cual se tomaron en cuenta los siguientes datos clincos:

Inestabilidad térmica (temperatura menor a 36.5°C 0 > 38.5°C)

Letargia

Irritabilidad

Disfuncion gastrointestinal (intolerancia a la leche, vomito, distension abdominal o
evacuaciones con sangre)

Disfuncion respiratoria (incremento progresivo en los requerimientos ventilatorios o
de oxigeno en un paciente previamente estable, respiraciones apneicas, subito
incremento en la frecuencia respiratoria o taquipnea persistente (>60 respiraciones
X minuto)

Disfuncidon cardiovascular (incremento o decremento subito de la frecuencia
cardiaca, taquicardia (>160/min.) o bradicardia (<100/min.) persistente, llenado
capilar retardado (>3 segundos), hipotension o subito incremento en los
requerimientos de apoyo inotrépico para mantener una presion arterial media
>30mmHg)

Anormalidades bioquimicas o hematologicas (acidosis metabdlica persistente
(déficit de bases =10), hiperglucemia (>150mg/dl) o hipoglucemia (<60mg/dl),
trombocitopenia (<100 000), leucopenia (<5000) o leucocitosis (>20000).

Los recién nacidos con antecedentes de madre con corioamnioitis, enfermedad
febril durante el evento obstétrico o sospecha de infeccidon puerperal, fueron
excluidos. Los pacientes elegibles para el estudio se les tomo biometria hemética
completa, proteina C reactiva, Interleucina 6 y hemocultivo al momento de inicio
de los sintomas y se les aplico la escala NOSEP-1 y NOSEP-1 modificada
(TABLA 1, 2).



TABLA 1: Escala NOSEP-1

Variable Puntuacion

PCR >14mg/I

Neutroéfilos >50%

Trombocitopenia <150<10/|

NPT >14 dias

gajo|ojw| ol

Fiebre >38.2°C

V

Calificacion (para diagnostico de sepsis) 8

Limite de 0-24

Se obtuvieron datos demograficos generales del paciente, los cuales se muestran
en la hoja de recolecciéon de datos (ANEXO 1)

TABLA 2: Escala NOSEP-1 modificada con Interleucina 6

Variable Valor Puntuacion
(1) Temperatura (°C) 36.5
38.5
NPT >14d
Neutrofilos <1500 (6,7) >10000 (6)
Plaquetas <100000 (6) >300000 (6)
PCR >10
IL-6 >11

Los pacientes se dividieron en 3 grupos de acuerdo a los resultados de la
evolucion clinica y de laboratorio estableciéndose de la siguiente manera:

Sin sepsis nosocomial: Pacientes con hemocultivo negativo 0 a los que se les
retird tratamiento antibiético a los 5 dias o menos del tratamiento.

Sepsis clinica: Pacientes con hemocultivo negativo con al menos 2 criterios de
respuesta inflamatoria sistémica y los cuales completaron al menos 10 dias de
tratamiento antibiotico.

Sepsis confirmada: Pacientes con hemocultivo positivo posterior a las 48hrs de
estancia hospitalaria y al menos 2 datos clinicos o de laboratorio que definen
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica:

1. Temperatura corporal >38.5°C o menor a 36°C

2. Taquicardia definida como frecuencia cardiaca promedio mayor 180 latidos
por minuto en ausencia de estimulos externos, medicamentos o estimulos
dolorosos. O elevacion persistente por arriba de 0.5-4hrs. Bradicardia
definida como frecuencia cardiaca por debajo de 100 latidos por minuto en
ausencia de estimulo vagal, medicamentos B-bloqueadores o enfermedad
cardiaca congénita o bradicardia persistente por mas de 0.5hr




3. Frecuencia respiratoria mayor a 50 por minuto o requerimientos de
ventilacibn mecanica para un proceso agudo no relacionado a enfermedad
neuromuscular o anestesia general

4. Conteo de células blancas por arriba de 34 000 cel/mm? para menores de 1
semana o menos de 19.500 cel/mm?, para pacientes de 1 semana a 1 mes,
no secundaria a quimioterapia o mas del 10% de formas inmaduras
(Bandas)

Se consideré aislamiento de un microorganismo contaminante cuanto se
presentd hemocultivo positivo sin datos clinicos en el paciente.

Se consideré como estandar de oro el hemocultivo més la presencia de por lo
menos 2 datos clinicos y 2 de laboratorio que definen SIRS, segun la adaptacion
de los criterios de Bone para pacientes pediatricos.10

El hemocultivo se analiz6 en el sistema automatizado Bact-alert (Organon
Teknika Corp, Dirham, N:C) hasta obtener resultados positivos o0 negativos a
crecimiento bacteriano por 10dias. A los cultivos positivos se les realizé tincion de
Gram y se cultivaron en medios agar sangre de carnero al 5%, Mac Conkey, Sal
manitol, agar chocolate y agar papa dextrosa y posteriormente se identificaron en
el sistema automatizado microscan® (Organon Teknika Corp, Dirham, N:C). Se
incluy6 un grupo control de pacientes recién nacidos menores a 37SDG y més de
48dias de vida con sospecha de sepsis y hemocultivo negativo.

La determinacién de Proteina C reactiva se medi6 a través de la determinacion
de antigenos solubles por método de nefeldmetro, el cual envuelve una reaccion
de anticuerpo unido a particulas de latex lo cual forma complejos insolubles.
Cuando la luz pasa a través de la suspension formada, una porcion de luz se
dispersa y es detectada por el fotodiodo. La cantidad de la luz que se dispersa es
directamente proporcional a la concentracion de proteina especifica en la muestra.
Las concentraciones son automaticamente calculadas por referencia a una curva
calibrada contenida en el instrumento. Los rangos de medicién van de 3.5-112mg/I
en promedio con un limite de sensibilidad de 0.44mg/!l.

Dado que en el Instituto Nacional de Perinatologia no se procesa de forma
rutinaria la Interleucina 6 se llevo a cabo la estandarizacién de la prueba a través
de inmunoandlisis enzimatico por quimioluminiscencia siendo la fase que se
reporta en el presente estudio.

ANALISIS ESTADISTICO: Se realizara descripcion de los hallazgos con medidas
de resumen para variables cualitativas y cuantitativas.

Andlisis de una prueba diagndstica con calculo de sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo, exactitud y razones de verosimilitud e
intervalos de confianza.



12.- RESULTADOS

Para estandarizacion del procesamiento de la interleucina 6 se utilizd ensayo
inmunomeétrico enzimatico secuencial en fase sélida por guimiolumoniscencia,
realizado en forma automatizada en equipo de la marca Immulite (DCP Cirrus Inc.
Los Angeles, California; E.U.) en el cual el limite minimo de deteccion es de
2pg/ml.

Las muestras se procesaron en recipientes del sistema los cuales contienen
anticuerpo monoclonal murino anti-Interleucina-6. El reactivo que se agrega es
fosfatasa alcalina (de intestino de ternera) conjugada con un segundo anticuerpo
monoclonal de oveja anti-Interleucina 6 en una solucion tampon. La reaccion es
luminogénica por parte del sustrato, el cual es desfosforilado dando un anion
intermedio que emitira un fotén. La cantidad de luz es directamente proporcional a
la fosfatasa alcalina unida y se detecta en un fotomultiplicador.

Para realizar el ajuste de Interleucina 6 se introdujeron 4 controles bajos y 4
controles altos, los cuales pertenecieron al lote de kit 209, lote de ajustador 111,
obteniéndose los resultados dentro del limite normal permitido para la curva de
Interleucina 6. (TABLA 3).

Posteriormente se realizé la medicion de 2 muestras de suero control con valor
conocido para Interleucina 6, (marca Inmunotech a Beckman Coulter Company)
lote 088, el cual proporciona valores de referencia de 38 a 102pg/ml, al cual se le
realizé una dilucién con agua bidestilada 1:2 con lo que se esperaban valores
entre 19 a 51pg/ml obteniéndose resultados concordantes con el valor esperado.
(TABLA 4).

TABLA 3: Resultado de ajustadores bajos y altos para Interleucina 6.

Interleucina 6 (Nivel) Resultado
Interleucina 6 (ajustador bajo proporcionado como 163449
control por el equipo)

Interleucina 6 (bajo 1) 134811
Interleucina 6 (bajo 2) 118520
Interleucina 6 (bajo 3) 131880
Interleucina 6 (bajo 4) 121249
Interleucina 6 (ajustador alto proporcionado como 11697070
control por el equipo)

Interleucina 6 (alto 1) 8372821
Interleucina 6 (alto 2) 8424152
Interleucina 6 (alto 3) 8854030

Interleucina 6 (alto 4) 8366848




TABLA 4: Resultado de suero control para Interleucina 6

Valor de Interleucina 6

Suero control 1 24.5pg/ml

Suero control 2 24.4pg/ml

Al contar con la estandarizacion de la prueba y obtenciéon de valores de
referencia concordantes, se procedid a la medicibn de muestra de suero humano
para lo cual se utilizd 150ul de suero el cual se habia mantenido en congelacion a
menos 20°C, posterior a la toma y hasta su procesamiento. En caso de que la
muestra fuera menor a 150ul, se diluyé en una relacion 1:2 6 1:3 con albumina
humana al 2% (marca Ponder Sigma) con lo que se obtuvieron los resultados de
Interleucina 6 que se utilizaran para la segunda fase del estudio. Al momento se
han realizado 15 determinaciones de Interleucina 6 con la adicién de un control de
valor conocido al realizar el procesamiento de las muestras. (TABLA 5)

TABLA 5: Resultados de Interleucina 6 en
muestras de suero humano

Paciente Valor de Interleucina 6
Control 27.0 (valor esperado19-51pg/ml)
1 21.5

2 15.1

3 3.6

4 10

5 23.2

6 3.3

7 76.7

8 37.8

9 9.5

10 84.3

11 21.4

12 22

13 225

14 9.5

15 <2




13. DISCUSION

La utilidad de la Interleucina 6 como coadyuvante en el diagndstico de la sepsis
del recién nacido ha cobrado en los ultimos afios un papel determinante a favor de
su sensibilidad. La aplicacion que el clinico puede dar a esta prueba, es un punto
importante que tiene que ver con la técnica usada para la determinacion de la
prueba. Los primeros estudios de Interleucina 6 utilizaron técnicas complejas con
cultivos celulares o ELISA técnicas que dificultan, por cuestiones econdmicas y de
tiempo, la determinacién precoz.*® Sin embargo en este estudio se utilizo el
inmunoanalisis enzimatico por quimioluminiscencia que permite una determinacién
en aproximadamente de 60 minutos, es una técnica que no incrementa los costos
en relacion a la previa y que tiene resultados comparables con técnicas mas
complejas.*



14. CONCLUSIONES

En este estudio se realiz6 la estandarizacion de la medicion de Interleucina 6 por
medio de inmunoanalisis enzimatico lo cual no servird como punto de partida para
un futuro analisis de esta prueba, que al conjuntarla con datos clinicos y de
laboratorio nos podra servir como escala diagndstica para sepsis neonatal tardia.



15. ANEXOS

ANEXO I: CEDULA DE RECOLECCION DE DATOS

Fecha:
Nombre: Registro
Edad Sexo Fecha de nacimiento Peso
Talla PC Peso actual APGAR___ Balart o Capurro
Via de Nacimiento Liquido Amnidtico
Edad materna Gestas Paras Abortos Cesareas_
Patologia Materna:
RPM Horas Esteroides dias
Uso de catéter dias Catéter dias
Catéter dias Catéter dias
NPT dias
Ventilacibn mecanica dias
VM dias VM dias
Cirugias Dia
Dias de Estancia hospitalaria
Diagnostico de Ingreso:
MANIFESTACIONES CLINICAS
FIEBRE () PETEQUIAS ()
HIPOTERMIA () SANGRADOS )
D ABDOMINAL () ESCLEREDEMA ()
VOMITO () HIPOGLICEMIA ()
ICTERICIA () HIPERGLICEMIA ()
P. SUCCION () A. METABOLICA ()
D. RESPIRATORIA () HEPATOMEGALIA ()
APNEAS () ESPLENOMEGALIA ()
PIEL MARMOREA () DIARREA ()
HIPOTONIA ) CONJUNTIVITIS ()
CONVULSIONES () TAQUIPNEA ()
CIANOSIS () P. DE PESO ()
TAQUICARDIA () BRADICARDIA ()
OTRO () CUAL



LABORATORIO

FECHA

DVEU

HEMATOLOGIA

HB/HCT

LEUCOCITOS

NEUT/BANDAS

R BANDA/NEU

BASO/EOSI

LINFOS/MONOS

PLAQUETAS

RETIS

N. VACUOLAD

G TOXICAS

OTROS

GLUCOSA

LCR

GLUCOSA

PROTEINAS

LEUCOCITOS

PMN/MN

CRENOCITOS

GRAM

PCR

IL6

Glucosa

INFORMACION MICROBIOLOGICA

TRATAMIENTOS ANTIMICROBIANOS PREVIOS

AB Dias AB Dias
AB Dias AB Dias

TRATAMIENTOS UTILIZADOS AL MOMENTO DE LA SOSPECHA DE SEPSIS




FECHA DE AISLAMIENTO No. de Cepa Identificacion
SITIO DE AISLAMIENTO

SENSIBILIDAD
ANTIBIOTICO MIC S/IR
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