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Definicion del problema

La sepsis es un problema muy comun en los pacientes hospitalizados, siendo la
principal causa de morbimortalidad, prolongando la estancia hospitalaria y elevando
los costos de su atencién. El diagnostico e inicio temprano de antimicrobianos
adecuados, mejoran la sobrevida de los pacientes y disminuye la resistencia a dichos
farmacos.

El hemocultivo a pesar de ser el estandar de oro para el diagnostico de sepsis, tiene
baja sensibilidad y un periodo prolongado de resultado, sin embargo el Light Cycler
SeptiFast es una herramienta de biologia molecular tiene una mayor sensibilidad y
menor tiempo de resultados; ayudando asi a disminuir la mortalidad en los pacientes
diagnosticados oportunamente, con instauracion de tratamiento especifico y teniendo

un impacto en los dias de estancia hospitalaria.

Marco teérico

Debido al impacto que tiene la sepsis neonatal como causa de morbilidad y mortalidad
en las unidades de cuidados intensivos y el alto costo de la estancia hospitalaria por la
demora en la identificacién del agente etiolégico mediante metodologias tradicionales
como el cultivo, es necesaria la busqueda e implementacion de técnicas alternativas
de diagndstico que permitan la identificacion microbiana en un menor tiempo, como el
caso de la Biologia Molecular de la que se han implementado varias técnicas basadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para la identificacién de secuencias
conservadas de los genes bacterianos del acido ribonucleico ribosomal (rRNA) 16S,
23S y regiones intermedias entre ambos *.

Asi mismo, la PCR se ha empleado para el diagnodstico de bacterias especie-
especificas y también se ha adaptado para la busqueda de multiples bacterias (PCR
multiplex) que comlinmente se detectan en muy baja frecuencia 2. De entre ellos

Light Cycler SeptiFast®, identifica 25 microorganismos considerados causantes de



mas del 90% de las infecciones que se presentan en las unidades de cuidados
intensivos.

Una parte importante del estudio de estas herramientas diagndsticas, es el evaluar el
impacto de las mismas sobre una serie de variables que impactan en los diferentes
servicios de salud a causa de la sepsis, como son; los dias estancia, los dias de uso
de antimicrobianos y la mortalidad de los sujetos. Para tal efecto, en el presente
estudio, evaluamos el impacto que la prueba de Light Cycler SeptiFast tiene sobre

estas variables; comparado con el sistema convencional del hemocultivo.

Los programas de salud de un pais deben incluir politicas sanitarias que atiendan
tanto a las enfermedades infecciosas como a las no infecciosas; por lo que sus metas
y estrategias deben adaptarse a las necesidades de la poblacién; a los recursos e
infraestructura que posee, siempre buscando mejorar los indicadores basicos de la
calidad de la atencién 3. Por lo tanto los diferentes sistemas de salud alrededor del
mundo tienen el mismo objetivo; incrementar la calidad de los servicios sanitarios al
mayor numero de personas posibles al menor costo. Situacion dificil si se considera

que los retos en el cuidado de la salud de una poblacién varian de region a region®.

Dentro de los indicadores béasicos de la calidad en la atencién se encuentra la
mortalidad infantil; tépico para el que histéricamente se han ideado politicas de alto
impacto como el esquema universal de vacunacién, considerada una de las
intervenciones mas exitosas en todo el mundo, que ha impactado positivamente en la

I>®. Aun asi, el panorama epidemiolégico mundial establece que

salud publica mundia
mas de 10 millones de nifios mueren cada afio, la mayoria en paises en via de
desarrollo. El 90% de las muertes ocurren en solo 42 paises, consecuencia de diarrea,

neumonia, sarampién malaria, HIV/SIDA, y las complicaciones asociadas a

desnutricion’ .



De acuerdo a los datos publicados por la UNICEF, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y el banco mundial; en México la mortalidad de nifios < 1 afio ha pasado
de 56 muertes /1,000 nacidos vivos en 1980 a 13/1,000 nacidos vivos en el 2014; lo
que se considera una disminucion relevante 8. La mortalidad en < 1 afio de edad en
México ha reducido en el 73.6% en el quinquenio de 2010 -2014; con respecto al
quinquenio de 1980-1984. Con respecto al periodo de 2005 -2009, se observa una
disminucion del 14%°. Estas cifras contrastan con las notificadas por Sistema Nacional
de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) de la Secretaria de Salud Federal: De 1980 a
1984: 34.3; de 1985 a 1989: 24.5; de 1990 a 1994: 20.3; de 1995 a 1999: 18.9; del

2000 a 2004: 16, y de 2005 a 2009: 15.4.

Sin embargo, la proporcién de muertes neonatales con respecto a los nifios menores
de cinco afos ha ido incrementando. El 80% de las muertes neonatales son causadas
por complicaciones asociadas a nacimientos prematuros y al bajo peso al nacer,

asfixia perinatal y traumatismos en el parto; ademas de las infecciones'®. (Ver grafica

1)

Los mecanismos por los cuales el recién nacido se infecta y desarrolla un proceso
sistémico inflamatorio pueden establecerse incluso desde antes del nacimiento;
indiscutiblemente el feto se encuentra en un medio 6ptimo y estéril; que puede ser
afectado si los microorganismos que colonizan el canal del parto ascienden y llegan al
liqguido amniético como consecuencia de la ruptura de membranas "' o por su
capacidad de penetrar las membranas amniéticas integras y causar corioamnioitis *2.
Durante el periodo prenatal ademas, la trasmision de la madre al feto a través del
torrente sanguineo es un mecanismo corroborado para algunos microorganismos
sobre todo de tipo viral que pueden gatillar el sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS) y se manifiesta al nacimiento . Posteriormente, el paso del producto

a través del canal del parto vy la infeccidon adquirida de origen nosocomial son dos

mecanismos importantes de transmision, esta ultima incluso ha incrementado su



frecuencia conforme se ha desarrollado la tecnologia, se han equipado las UCIN y se
ha logrado una mayor sobrevida de recién nacidos prematuros extremos, quienes
tienen estancias hospitalarias prolongadas, y por consecuencia una mayor posibilidad
de infectarse con microorganismos nosocomiales con altos porcentajes de resistencia
antimicrobiana . Es por ello que el mecanismo de transmisién diferencia a las
infecciones congénitas (transmision a través del torrente sanguineo materno-fetal) de
las intrauterinas (transmisién de un microorganismo por ascenso del canal del parto al
liquido amnidtico)'®.

Para cualquiera de los panoramas anteriores, la clasificacion de sepsis durante el
primer mes de vida, favorece el entendimiento de la enfermedad, una vez que los
factores de riesgo, los microorganismos, el tratamiento y el pronéstico pueden variar.
Es aceptado en la actualidad que de acuerdo al tiempo de presentacion la sepsis se

clasifica en®:

a) Sepsis temprana: Cuando se presentan los datos clinicos antes de las 72

horas de vida.

b) Sepsis tardia: Cuando se presenta después de las 72 horas y hasta los 30 dias

de vida.

Dentro de estos conceptos clasificatorios; merece especial mencién ademas; la sepsis
de adquisicion nosocomial establecida cuando el neonato presenta datos de SIRS
después de 48 horas de mantenerse hospitalizado'. Y la clasificacion de la
enfermedad causada por bacterias como Streptococcus del grupo B (GBS) y Listeria
monocytogenes denominada enfermedad de presentacion temprana que abarca del
nacimiento a los siete dias de vida, la enfermedad de presentacion tardia de los siete
a los 30 dias, y la enfermedad muy tardia del mes de edad hasta aproximadamente

tres meses de vida™.



La sepsis es una enfermedad considerada un problema de salud en los recién
nacidos; una vez que un porcentaje importante de ellos, ingresa a las Unidades de
Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) con datos de sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS), por prematurez o por repercusion neonatal de
enfermedades crénico-degenerativas maternas y los costos econdmicos y sociales
que implica esta enfermedad se han incrementado a la par de los avances

tecnolégicos y al uso de antimicrobianos de amplio espectro™®.

Existe por la tanto una repercusion directa en el cambio epidemiolégico de los
microorganismos causantes de sepsis y ha modificado la manera en la que se aborda
este problema. Los estudios para conocer los agentes predominantes en un sitio
especifico, ha permitido redefinir los esquemas antimicrobianos utilizados en una
regiéon particular; independientemente de las recomendaciones generales dictadas a

nivel internacional®.

Con la introduccion de la penicilina y de los aminoglucésidos para el tratamiento de las
infecciones neonatales en los reportes de 1944 a 1965 y posteriormente con la
creacion de las unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN) que ofrecian un
mejor soporte cardiorrespiratorio, la mortalidad debido a sepsis se redujo al 16%.
Streptococcus pneumoniae y Streptococcus del grupo A fueron las principales causas
de sepsis neonatal de 1933 a 1943. De los anos 1940s a 1960s los organismos
gramnegativos, especialmente Escherichia coli se convirtieron en la principal causa?'.
A partir de la década del 70 el cambio en el patrén epidemioldgico de los
microorganismos en sepsis neonatal ha sido constante: los cocos grampositivos
fueron los principales agentes en la era pre-sulfonamidas, la Escherichia coli y otras
enterobacterias al introducirse los antimicrobianos, el Staphylococcus aureus de 1950
a 1963 y el Streptococcus agalactiae y la E. coli a partir de 1979. En la ultima década,
una serie de estudios ha informado un cambio evidente en los agentes que causan

sepsis neonatal temprana con un numero incrementado de fracasos terapéuticos del
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esquema ampicilina mas amino glucésido. Actualmente los Staphylococcus coagulasa
negativos considerados hace algunos afios como contaminantes y los hongos se han
posicionado como microorganismos de importancia en la Infectologia neonatal, en

donde se incluyen infecciones sistémicas .
Factores de riesgo y epidemiologia.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el mundo fallecen casi 5
millones de recién nacidos al afio; el 98% de esas muertes se presentan en paises en
desarrollo, y de ellas entre el 30 y 40% estan relacionadas con sepsis. La incidencia
global de la enfermedad en la etapa neonatal se considera es mayor que en otros
periodos de la vida, notificandose en paises desarrollados una incidencia de 1 a 5
casos /1000 nacidos vivos y en paises en vias de desarrollo de 49 a 170 /1000

nacidos vivos %, con una mortalidad promedio de 15.9%.2¢.

Dependiendo la regidn geografica y la institucion de estudio variaran las cifras
encontradas, estas se modifican de acuerdo a la presencia de algunos determinantes
de salud negativos (factores de riesgo) histéricamente estudiados y definidos
contundentemente; como por ejemplo en 1996 Yancey y cols determinaron mediante
un analisis multivariado que los recién nacidos cuyas madres padecen corioamnioitis o
endometritis presentan un riesgo de 4.4 y de 6.4 respectivamente de desarrollar
sepsis. Mientras que el parto pretérmino junto con la colonizacién de Streptococcus
del grupo B otorgan un riesgo de 4.2. Otros como el uso de monitorizacién interna por
mas de 12 horas (riesgo 7.2), la exposicion antenatal de esteroides, el Apgar bajo a
los cinco minutos y el uso de reanimacion neonatal avanzada son factores asociados a
sepsis neonatal antes de los siete dias de vida®®. Por otra parte, las infecciones
nosocomiales son una causa importante de morbilidad en las salas de cuidados
intensivos neonatales (UCIN) de todo el mundo, ya que se estima que de 2 a 5% de

los pacientes hospitalizados presentara una infeccion adquirida de manera
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intrahospitalaria®®. El 71.5% de las infecciones nosocomiales se presentan en
neonatos menores de 1 500 g de peso; debido a la conjuncién de los principales
factores de riesgo descritos para el desarrollo de sepsis nosocomial, como son:
Prematurez, peso bajo, uso de nutricion parenteral total (NPT), uso prolongado de

antibidticos, uso de esteroides, uso de catéteres y ventilacion mecanica?’.

El uso de catéteres tanto umbilicales como venosos centrales, se han analizado,
considerandose que posterior a cinco dias de la insercién del catéter umbilical vy la
estancia del catéter venoso central mayor a 12 dias; el riesgo de infeccion asociada a
catéter se incrementa de manera importante, asociandose a infecciones por SCN, S

aureus y enterobacterias?®.
Etiologia de la sepsis neonatal.

GBS es considerada una de las bacterias con mayor importancia en todo el mundo, en
paises como Estados Unidos e Inglaterra se consideran la causa mas frecuente de
infeccidon neonatal grave y se ha reportado una alta frecuencia de colonizacion hasta
en el 60% de las mujeres embarazadas. Regiones donde la profilaxis intraparto ha
demostrado ser efectiva para disminuir la transmision vertical de la infeccion;
motivando que numerosos paises hayan adoptado las recomendaciones hechas por
los Centros de Prevencién y Control de Enfermedades (CDC)®, y de las cuales
algunos paises han hecho adaptaciones de acuerdo con las caracteristicas de la
enfermedad de la regién®.  En algunos paises como México se informé sobre la
primera cifra de colonizacién materna por SGB en 1981,12 ubicandola en el 10.1% de
las mujeres embarazadas, cifras mas reciente son congruentes con ese porcentaje
reportando un promedio de colonizacion del 9.8%; lo que significa que practicamente
no hay cambios como colonizador materno. No obstante, se ha demostrado que la
prevalencia de serotipos considerados virulentos como el tipo Ill ha incrementado, con

frecuencias de alteracion neonatal (muerte y sepsis) de 6% y 5% respectivamente.
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Aunado ademas a ello se ha demostrado es un factor de riesgo para ruptura
prematura de membranas (OR 5.5, IC95%, 2-14) p< 0.05) *' y prematurez. En México
aun no se adoptan dichas recomendaciones de manera oficial, pero el impacto de
considerar al menos la identificacién por cultivo en cérvix u orina materna para
manejar profilaxis intraparto ha disminuido las cifras de muerte neonatal y de sepsis
neonatal en un 35% y 18% respectivamente. La actual distribucién de SGB en paises

como India, China, Brasil y otros paises en desarrollo no es clara®,

De 1995 a 1996 se confirmd una tasa de 3.5 casos/1000 nacimientos, con cultivo
positivo para SGB (1.4 casos/1000 nacimientos) a diferencia de microorganismos

como Escherichia coli (0.6 casos/ 1000 nacimientos)®.

Algunos estudios han determinado que SCN se han aislado hasta en el 22.5% de los
casos de sepsis de inicio temprano, y sobre todo en nifios con peso muy bajo al
nacimiento; a pesar de ello la mayor importancia de este grupo bacteriano se
encuentra ubicada en la sepsis de origen nosocomial, donde en los ultimos afos se
han convertido en los patdégenos aislados con mayor frecuencia, una vez que se ha
roto las barreras primarias de defensa como la piel con los catéteres o la via

respiratoria con el uso de ventilacion mecanica.

En paises de Latinoamérica los microorganismos predominantes en sepsis neonatal
han mantenido una tendencia hacia el predominio de enterobacterias; y
especificamente se realza la importancia de microorganismos multiresistentes por la
produccion de betalactamasas de amplio espectro y la emergencia de
microorganismos grampositivos considerados con anterioridad como contaminantes o

agentes no bacterianos como las levaduras de manera mas frecuente®.

El comportamiento epidemiolégico de las infecciones por levaduras esta sufriendo una
transicion importante en los ultimos anos; el aislamiento de especies de Candida no

albicans es cada vez mas frecuente y por consecuencia el incremento en la resistencia
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antimicotica de estos microorganismos es en un inicio el problema mas importante.
Las especies del género Candida son causantes en Estados Unidos del 16% de
infecciones nosocomiales en la edad pediatrica, ocasionando de 1.5 a 2 millones de
muertes por ano; mientras que en los paises en vias de desarrollo causa de 4,000 a
5,000 muertes por dia. 3 En la etapa neonatal, Candida parapsilosis ha logrado
ubicarse como el microorganismo mas importante de infeccion nicotica; o en el mejor

de los casos ha igualado a Candida albicans®”.

El conocimiento oportuno del comportamiento epidemioldgico de la infeccion por
levaduras no debe pasar desapercibido en el control intrahospitalario de infecciones,
ya que el comportamiento actual de estos microorganismos, proyecta a futuro un
desplazamiento importante de microorganismos bacterianos reconocidos®®. Estudios
mas recientes contemplan una frecuencia de bacterias anaerobias en un 1.62%. ,
particularmente especies de Bacteroides, resistentes a amoxicilina pero sensibles a
metronidazol®’. Las bacterias encontradas en la comunidad posesionan al
Staphylococcus aureus (14.9%), Escherichia coli (12.2%), y Klebsiella sp (11.6%)
como las mas frecuentes, sin embargo se han observado variaciones en diferentes
regiones. Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae son prevalentes en
Africa, mientras Klebsiella es altamente prevalente en el Sureste asiatico, donde

también se encuentran las cifras mas altas de mortalidad y con mayores cifras de

resistencia antimicrobiana®®.

Desde que Alexander Fleming comunicé en el British Journal of Experimental
Pathology el descubrimiento de la penicilina en el St. Mary’s Hospital de Londres1, la
importancia de este hallazgo, que revoluciond la microbiologia del siglo XX, se vio
rapidamente opacada al documentarse la existencia de cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus que desarrollaron resistencia *°; descalificando la promesa de
que las enfermedades infecciosas dejarian de ser una causa de muerte en el

humano*’. A partir de ello el conocimiento cientifico documentd la presién selectiva
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que ejercen los antibidticos en el material genético y en el mantenimiento de la
homeostasis del ecosistema bacteriano, que en términos de complejidad excede

considerablemente a la del genoma humano®'.

El analisis de la resistencia microbiana a los antibidticos de eleccién es dificil, debido a
la variacion ya comentada con anterioridad de los microorganismos y de su
susceptibilidad de pais a pais, e incluso de hospital y hospital. Algunos estudios sin
embargo coinciden en los microorganismos y en los antimicrobianos a los que son
resistentes. En Colombia se muestrearon 3710 pacientes de los cuales 1097 fueron
positivos, con una distribucion SCN (64,2%); Enterococcus (13,8 %). S aureus (13,3
%). Klebsiella sp (45,2 %); Escherichia coli (30,9 %) Serratia sp (10,1 %).4.9% La
sensibilidad de SCN y S aureus a la vancomicina fue del 100 %. Hubo 86,4 % de
resistencia de SCN a los betalactamicos. La sensibilidad de los Gram-negativos para

betalactamicos fue del 98,1 % *2.

En México se ha reportado SCN 42.2%, Staphylococcus aureus 26.6%, Enterococcus
sp 6.8%, Streptococcus agalactiae 5.8%, Escherichia coli 12.6%, Enterobacter
cloacae 3%, Citrobacter sp 1%r, H influenzae 1%. Candida sp 1% De los 64 cultivos,
21 fueron considerados negativos. De los 43 restantes el 79% fue resistente a
ampicilina y amikacina, tratamiento mundialmente reconocido como de eleccion en la
sepsis neonatal*®; mientras que en Peru se reporta un 63% de hemocultivos positivos
en recién nacidos (de 134 solicitudes de cultivos diversos donde Staphylococcus
epidermidis (38,3%), Staphylococcus aureus (12%) Klebsiella sp (10%), Alcaligenes
(4,6%), Acinetobacter sp (4%) y Pseudomonas aeruginosa (4%), y 7 aislamientos de
Candida sp. S. epidermidis mostré sensibilidad de 100% a vancomicina, 90% a
cefotaxima, 50% a amikacina y ampicilina y 37% a oxacilina. S. aureus mostré
sensibilidad de 100% a vancomicina, 57% a cefotaxima y 33% a oxacilina Klebsiella

mostré sensibilidad de 100% a ciprofloxacina e imipenen, 44% a ceftriaxona, 20% a

ceftazidima y 14% a ampicilina; la resistencia a amikacina fue del 100% **.
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Una cantidad importante de aislamientos no son sensibles al esquema de tratamiento
estandarizado con ampicilina mas un amino glucésido, estableciéndose que el 42%
corresponden a SCN, S aureus en el 26.6%, Citrobacter y Candida sp. ** (ver Cuadro

1y 2; Grafica 1)

La sepsis neonatal es una causa importante de muerte en pacientes criticamente
enfermos, principalmente en paises en vias de desarrollo, siendo dificil el diagndstico
de la misma. Al presentar sospecha de sepsis se da inicio de manejo antimicrobiano
ya que este debe ser precoz, porque la respuesta bactericida de un antibiético varia si
se inicia de manera precoz vs un inicio tardio, ya que al inicio de la enfermedad se
elimina mayor nimero de bacterias®®, disminuyendo asi la mortalidad en el neonato. Al
tener un diagnostico incierto del microorganismo se debe emplear un esquema
antimicrobiano de amplio espectro y completar dicho tratamiento, sin tener resultados
clinicos esperados, aumentando asi los costos en cuanto al manejo antimicrobiano al

igual que el nimero de dias de hospitalizacion®.

JUSTIFICACION

Los pacientes recién nacidos con sepsis tienen una alta mortalidad, misma que
aumenta si el antimicrobiano iniciado es inapropiado. El diagnéstico es dificil debido a
que el estandar de oro (hemocultivo), tiene una baja sensibilidad y especificidad,
teniendo un amplio margen de falsos negativos. Es por eso que los estudios de
biologia molecular como SeptiFast ayudan a un diagndstico temprano, y se espera
que con la instauraciéon del tratamiento especifico en forma oportuna, se mejorara
morbimortalidad del paciente, tomando en cuenta sobre todo variables como los dias
estancia hospitalaria, los dias de uso de antimicrobianos y la mortalidad; lo cual

pretende ser evaluado mediante este estudio.
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HIPOTESIS

Hipdtesis nula: El uso de SeptiFast disminuira el numero de dias de antibiotico, la

mortalidad y los dias de estancia hospitalaria en los pacientes con sospecha de
sepsis.

Hipoétesis alterna: El uso de Hemocultivo disminuira el nUmero de dias de antibidtico, la

mortalidad y los dias de estancia hospitalaria en los pacientes con sospecha de

sepsis.

OBJETIVO GENERAL

Identificar el impacto del uso de SeptiFast en la disminucién de dias de estancia, uso
de antimicrobianos y mortalidad en pacientes con sospecha de sepsis en el Hospital

Central Sur de Alta Especialidad.

MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO

Estudio retrospectivo de caso-control, anidado en una cohorte.

DEFINICION DEL UNIVERSO: Se incluiran pacientes recién nacidos del servicio de
Pediatria del Hospital Central Sur de Alta Especialidad en dos grupos;
1) Casos: Recién nacidos con sospecha de sepsis a los cuales ademas de
hemocultivo, se les solicité la prueba de SeptiFast de 2009 a 2014.
2) Controles: Recién nacidos con sospecha de sepsis a los cuales solo se les

solicitd hemocultivo, de 2006 a 2009.

CRITERIOS DE INCLUSION:
1) Pacientes recién nacidos del Hospital central sur de alta especialidad.
2) Con sospecha de sepsis, de acuerdo a los siguientes criterios “6. (Ver tabla 1.)

3. Que se haya solicitado hemocultivo y SeptiFast o solo SeptiFast.
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CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Que tengan expediente electrénico incompleto

2. Que no se cuente con resultado de hemocultivo

DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE

TIPO DE VARIABLE

DEFINICION DE LA VARIABLE

Sepsis

Cualitativo nominal

-NOSEP-1 positivo
- Aislamiento bacteriano

Sospecha de sepsis

Cualitativo nominal

NOSEP-1: >8

SeptiFast

Cualitativo nominal

1ml de sangre periférica o de catéter
venoso central procesado en Kit
SeptiFast Lys MGrade y el equipo
MagNa Lyser® (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany)

Hemocultivo

Cualitativo nominal

1iml de sangre tomada de vena
periférica y/o catéter venoso central
cultivado en botella para hemocultivo
empleando el equipo automatizado
BacT/ALERT® 3D (BIOMERIEUX).

Recién nacido

Cualitativo ordinal

Los primero 28 dias de Vvida
extrauterina

Dias de estancia

Cuantitativo
discreto

Numero de dias de estancia dentro del
hospital desde el momento de
sospecha de sepsis hasta su egreso

Dias de antibidtico

Cuantitativo
discreto

Numero de dias efectivos de
antibiético utilizado

Muerte

Cualitativo binomial

Neonato que presenta asistolia,
corroborado por electrocardiograma.

FUENTE DE LOS DATOS:

La informacién de las caracteristicas clinicas, de laboratorio, dias estancia, dias de

uso de antimicrobianos y muerte, se obtendran del expediente clinico electronico de

cada paciente.

Los resultados de la prueba SeptiFast se obtendra de la base de datos del estudio

multicentrico®” en el cual el Hospital participé. Y que se establece como una rama de

investigacién asociada al mismo.

ANALISIS ESTADISTICO.

La informacion sobre las variables e indicadores para la evaluacion cuantitativa se

analizara con el promedio (0 media aritmética), el analisis de regresién y el analisis de

panel. Para calcularla se toman en cuenta los valores de los indicadores para todas
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las observaciones realizadas tanto en los participantes como en el grupo de control.
Se suele calcular el promedio para cada uno de los grupos (participantes y control); la
diferencia entre las dos observaciones promedio, es el impacto de la estrategia

utilizada.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por las caracteristicas del estudio, la elaboracién de consentimiento informado no es
aplicable; una vez que se trabajara con una base de datos ya existente, de un estudio
ya publicado, del cual se desprende la actual propuesta. Lo que lo define como un

estudio sin riesgo.

RECURSOS

Contamos con informacién de 86 muestras de sangre colectadas de igual numero de
pacientes, admitidos en el Hospital Central Sur de Alta Especialidad en un periodo
comprendido de 2009 a 2014, en cada caso un cultivo de sangre fue requerido (1.0 ml
de sangre) y 1.0ml de sangre para realizar la prueba molecular (Ligth Cycler
SeptiFast) de acuerdo a la estandarizacion realizada en el laboratorio de
microbiologia. Los 86 pacientes muestreados se refirieron con sospecha de sepsis de

acuerdo a los criterios de la escala NOSEP-1. (Ver tabla 1)

Procedimientos de laboratorio previamente realizados:

Se emplearon dos muestras de sangre por paciente, la primera fue recolectada en un
tubo con EDTA (1.0mL; de acuerdo a estandarizacién previa), que se empleé para la
deteccion molecular por el kit de PCR en tiempo real de la marca Roche (SeptiFast
Test). La segunda muestra (1.0mL) se utilizé para inocular directamente una botella
para hemocultivo empleando el equipo automatizado BacT/ALERT® 3D
(BIOMERIEUX). ElI DNA fue extraido realizando la lisis mecanica de la muestra
sanguinea, empleando el Kit SeptiFast Lys MGrade y el equipo MagNa Lyser® (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). Se utilizé el SeptiFast Prep Kit MGrade
para la extraccion de DNA siguiendo las instrucciones del fabricante. Se emplearon
sondas de hibridacion para la deteccion de los amplicones. Fueron introducidos a cada
muestra controles internos, que consistian de una mezcla de moléculas de DNA
sintético de doble cadena con sitios de reconocimiento para primers idénticos a las
secuencias blanco, pero diferentes en los sitios de unién de las sondas. Se empled un
control negativo para cada serie procesada. La PCR en tiempo real se llevo a cabo en
el equipo LightCycler® 2.0 (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany), usando el

LightCycler SeptiFast Kit MGrade. Fueron empleadas 3 mezclas diferentes de enzimas
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para la amplificacion de los blancos (Gram negativos, Gram positivos y hongos). Los
controles de reactivo se emplearon como controles positivos de reacciéon de PCR. La
fluorescencia emitida fue medida en cada uno de los cuatro canales de deteccion
(610, 640, 670 y 705nm). Para la identificacion de especies se hace un analisis de las
temperaturas melting de las muestras y controles en cada uno de los cuatro canales y
el reporte es generado por un software conocido como SeptiFast identification
software (SIS) (Roche Diagnostic GmbH, Mannheim, Germany).

Hemocultivos:

Las botellas inoculadas se incubaron en el médulo de incubacion del BacT/ALERT 3D
por un periodo no mayor de 12 dias, si después de 5 dias de incubacion no hay
crecimiento, se reporta como negativo. Cuando hay un cultivo positivo, se procede a
inocular en medios especificos, incubandolos por 24 a 48 horas a 37°C en atmoésfera
de CO,y se hace una extension en laminilla para tincion de Gram. Se realizan pruebas
de oxidasa y catalasa y se inoculan paneles de identificacion y sensibilidad
MicroScan® (Dade Behring Inc.) especificos y se incuban por 18 a 24 horas a 37°C en
atmosfera de CO,. Se adicionan reactivos reveladores a ciertas posiciones del panel y
se lee en el equipo AutoScan-4® (Dade Behring Inc.), generandose un reporte de

identificacién y sensibilidad del microorganismo encontrado.

RESULTADOS

Se obtuvieron 86 muestras pareadas de SeptiFast y hemocultivos en los pacientes

neonatos los cuales cumplieran con criterios de NOSEP-1 para sospecha de sepsis,
tomandose dos muestras de sangre (cada una de 1 ml) dentro de las cuales una se
envié a proceso por SeptiFast y el otro a hemocultivo, siempre siendo esta muestra
tomada previo al inicio del antimicrobiano, cae recalcar que no se excluyeron a los
pacientes que ya tenian manejo previo antimicrobiano; los pacientes unicamente se
tomaron como evento Unico. La poblacién era muy similar en cuanto a sus
caracteristicas generales, teniendo 59 pacientes femeninos, 27 pacientes masculinos;
peso mayor a 1500gr en el 43.7% de la poblacion, y menores de 1500gr en un 56.3%;
con respecto a las semanas de gestaciones en un 43.7% eran mayores de 35

semanas y en el 56.3% menores o igual a 35 semanas.

Se observé que la positividad de la prueba de biologia molecular fue del 39.5%, a
comparacion del hemocultivo que resulto positivo uUnicamente en el 15.1%. Sin
embargo en la prueba de SeptiFast se presentaron 4 muestran con resultado de

aislamiento polimicrobiano, cosa que no se observo en el hemocultivo.
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En cuanto a los dias de hospitalizacién, si hubo una diferencia significativa entre
ambos grupos, ya que en los pacientes con aislamiento por hemocultivo se
mantuvieron en promedio 65_+ 40 dias en hospitalizacién, a comparacién de los
pacientes con aislamiento por SeptiFast que sus dias de estancia hospitalaria fueron
del 48 + 22 dias.

La mortalidad en los pacientes se redujo de forma significativa ya que se instauro el
tratamiento de forma oportuna y con aislamiento especifico, ya que en los pacientes
con resultado positivo de SeptiFast (resultado en menor tiempo) se obtuvo una
mortalidad de 7, a comparacion del los pacientes con aislamiento de hemocultivo con
mortalidad de 12.

DISCUSION

La sepsis neonatal es una patologia dificil de diagnosticar en este tipo de pacientes,
ya que las manifestaciones clinicas y las pruebas diagndsticas tienen un amplio
margen de presentacion, sin embargo, al no detectar de forma oportuna este tipo de
patologia, la mortalidad y la elevacion de los costos intrahospitalarios se elevan de
forma significativa. En los resultados obtenidos, se logra observar una gran ventaja al
emplear la herramienta de biologia molecular a comparacién con respecto al estandar
de oro, ya que los resultados de aislamiento del microorganismo son mas rapidos y
con una alta especificidad, cosa que al compararse con el hemocultivo , tal y como se
observa en el estudio de Maldonado Silva K y col. quienes reportan que el hemocultivo
se presenta negativo en el 60% de los casos a pesar de presentar criterios de
respuesta inflamatoria sistémica, este tiene una baja sensibilidad y especificidad, ya
que a pesar que se obtenga un resultado negativo el manejo antimicrobiano se
perpetua hasta cumplir un minimo de dias efectivos de tratamiento por el alto indice de

falsos negativos, cosa que no ocurre con SeptiFast.

Se observé que la mortalidad disminuyo de forma considerable, casi en un 50% en los
pacientes en los que se logroé aislar germen por medio de biologia molecular, aunado a

los dias de estancia intrahospitalaria. (Ver tabla 3)

En el 10.4% de las muestras se presentd una compatibilidad en los resultados,
aislandose el mismo microorganismo, con la unica diferencia de que en el hemocultivo
los resultados se presentaron de forma mas tardia; sin embargo en otro estudio

realizado por E. Torres-Martos et al, mencionan concordancia de resultados en un
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71%. El porcentaje que se obtuvo en nuestro estudio es muy bajo, pudiéndose atribuir

a que la sensibilidad del hemocultivo es Unicamente en el 30%.

CONCLUSION

Las pruebas de biologia molecular son de gran ayuda, ya que el diagndéstico temprano

y oportuno en los pacientes que cumplen los criterios para sospechar en sepsis
neonatal disminuye de forma considerable los dias de estancia intrahospitalaria y de
manejo antimicrobiano, siendo asi una muy buena herramienta para el uso clinico.
Siendo asi factible el uso del mismo en una institucion por el beneficio que se le otorga

al paciente.

Una de las desventajas que tiene SeptiFast, es que en muy pocos lugares se cuenta
con este recurso, sin embargo con respecto a los resultados obtenidos, seria un apoyo
factible para uso institucional, ya que disminuye de forma significativa los dias de
estancia hospitalaria casi en un 50%, ya que se logra instaurar de forma oportuna y
dirigida el tratamiento al microorganismo implicado (ver tabla 3); nuestros resultados
concuerdan con lo referido por Wallet et al, quienes reportan que en el 60%
aproximadamente de los casos se administra una terapéutica antimicrobiana
inadecuada, y al tener un esquema antimicrobiano inadecuado se presenta una
mortalidad del 10-45%, aunado a una resistencia a dichos medicamentos, es por eso
gue es importante tener un germen aislado de forma oportuna para dar terapia dirigida

y disminuir las comorbilidades.
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ANEXOS

Grafica 1. Mortalidad en recien nacidos en comparacion de los
menores de cinco afios

50
47.1 47.1 4@@7
43.5 : :
45 44 114 5 22341 0 P Vg
42 400 39.4 40,7
40 39378 3877
35 370364381 22557
35
33
30 31
29
25 27 26
24 23
20 21
20 20 19
15 18 18 5, 17
Y16 16 35 16 1545
14 14 43
10 12 12
11 11
10 10 9 9 o
c 8 8 8 8 8 7 7 7
0 <5 afios RN %
Q D N> H NN PO O DN D O AN @ O O DAY
> & O D O P P LTSS IN
R R R DT DT DT DT DT A A AP P AT AT A AP AP AT DT DT AP
O 0 40 0 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 &0 0 0O 0O 0 0 0O 0 O

Cuadro 1. Definicion de SIRS, infeccion, sepsis, sepsis severa y choque séptico.

SIRS La presencia de dos de los siguientes criterios, teniendo en cuenta que
debe presentar alteraciones en la temperatura o en la cuenta
leucocitaria:

- Temperatura central > 38.50C o < 360C.

- Taquicardia (> 2SD superior a lo normal para su edad) en
ausencia de estimulos externos, drogas o una elevacion
persistente sin otra justificacion de 30 min. a 4 hr; o en < 1 afo
bradicardia (debajo de la percentil 10) en ausencia de estimulo
vagal, b bloqueadores o cardiopatia congénita, o una depresion
persistente por mas de 30 min.

- Frecuencia respiratoria aumentada (> 2SD sobre los valores
normales para la edad) o la necesidad de ventilacion mecanica
para un proceso agudo no relacionado con patologia
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neuromuscular o anestésicos.

- Cuenta leucocitaria elevada o disminuida segun la edad. (no
secundaria a la administracion de quimioterapia) o mas de 10%
de bandas.

Infeccién La sospecha o infeccion demostrada (por cultivo positivo, reaccion en
cadena de polimerasa) causada por cualquier patégeno o sindrome
clinico con probabilidad de infeccion. Evidencia de infecciéon incluye
hallazgos en el examen clinico, imagenes o examenes de laboratorio.

Sepsis SIRS en presencia de infeccion sospechada o demostrada.

Sepsis Sepsis mas alteracion en el funcionamiento cardiovascular o sindrome

grave de distrés respiratorio o dos o mas o6rganos afectados (neuroldgico,
hepatico, renal o hematico).

Choque Sepsis mas alteracién en el funcionamiento cardiovascular.

séptico

Cuadro 2. Caracteristicas epidemioldgicas de los tipos de sepsis neonatal

Tipo de sepsis | Tiempo | Factores de Riesgo Microorganismos

Sepsis del Antecedente de Infecciéon | Escherichia coli,

temprana nacimien | materna (Infeccion de vias | Klebsiella sp,
to a las | urinarias, cervicovaginitis, | Enterococcus sp,
72 horas | corioamnioitis, fiebre peripato) | Streptococcus
de vida colonizacién por Streptococcus | agalactiae,

agalactiae sin recibir profilaxis | Listeria
materna, rotura prematura de | monocytogenes.
membranas (> 18 hrs.),

realizacion de procedimientos

invasivos al feto, parto

pretérmino, revisiones

ginecoldgicas frecuentes, asfixia

perinatal.

Sepsis tardia de las 72 | Microorganismos adquiridos de | Staphylococcus
horas en | la madre a través del canal del | coagulasa negativa,
adelante | parto (sepsis neonatal tardia) | Staphylococcus.

pero cuyo periodo de incubacion | aureus,

ya sea que debido a la cantidad | Enterococcus sp,

del inoculo o por las | Escherichia coli,

caracteristicas del huésped Klebsiella spp.,
Pseudomonas  spp.,
Candida spp.
Streptococcus del
grupo B,
Listeria
monocytogenes
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Sepsis Estancia | Dentro del hospital, con cepas | Bacterias
Nosocomial propias de las unidades (sepsis | intrahospitalarias la
> 48 nosocomial) y esta se asocia con | mayoria
horas mayor frecuencia a | multiresistentes
procedimientos invasivos
(catéter, intubacion, toma de
muestras, uso de alimentacion
parenteral, ventilacion mecanica)
no realizar lavado de manos por
parte del personal.
Grafica 1. Incidencia de sepsis neonatal en diferentes paises de América Latina
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Incidencia numero de casos/1000 recién nacidos vivos

Tabla 1.- Escala NOSEP -1

VARIABLE PUNTUACION
PCR > 14mg/L 5
Neutrofilos > 50% 3
Trombocitopenia < 150,000 /L 5
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NPT > 14 dias

(o]

Fiebre > 38.2°C

Calificacion para diagndstico de sepsis

>8

VARIABLE TIPO DE VARIABLE DEFINICION DE LA VARIABLE
: s . -NOSEP-1 positivo
Sepsis Cualitativo nominal : . .
- Aislamiento bacteriano
Sospecha de sepsis Cualitativo nominal | NOSEP- 1: >8
1ml de sangre periferica o de catéter
venoso central procesado en Kit
SeptiFast Cualitativo nominal | SeptiFast Lys MGrade y el equipo
MagNa Lyser® (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Germany)
1iml de sangre tomada de vena
periférica y/o catéter venoso central
Hemocultivo Cualitativo nominal | cultivado en botella para hemocultivo
empleando el equipo automatizado
BacT/ALERT® 3D (BIOMERIEUX).
Recién nacido Cualitativo ordinal Los primero 28 dias de vida
extrauterina
s Numero de dias de estancia dentro del
, . Cuantitativo )
Dias de estancia . hospital desde el momento de
discreto .
sospecha de sepsis hasta su egreso
, o Cuantitativo Numero de dias efectivos de
Dias de antibidtico . o o
discreto antibiético utilizado
Muerte Cualitativo binomial Neonato ~ que presenta. asistolia,
corroborado por electrocardiograma.

TABLA 2.- PRUEBAS POSITIVAS

Microorganismo SeptiFast [ Hemocultivo | Concordancia

Escherichia coli 5

N
-

Klebsiella pneumoniae

Enterobacter cloacae

Enterobacter aerogenes

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus epidermidis

Staphylococo coagulasa negativo

Streptococcus pneumoniae

Streptococcus bovis

Enterococcus faecalis

Candida albicans

Candida parapsilosis

o|N|wlw|aNNIN| =N o

Streptococcus mutans

= |O0O|O|=|NO|~hO|OO|W
OO0 |=[NO|INOOO|Ww
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Grafica 2
Tabla 3.- Variables
Variable SeptiFast Hemocultivo
Peso en gramos (media) 1,098 + 250 1,060 + 270
Edad gestacional en semanas (media) 30.6 + 3 29.6 + 2.1
Dias de hospitalizacion (mediana) 48 + 22 65 + 40
Edad del diagnéstico (media) 15 + 10 23 + 9.2
Dias de ventilacion mecanica (mediana) 11+ 6 13+ 7
Muertes (%) 7 (8.1) 12 (13.9)
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