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Resumen

Introduccién

La sepsis neonatal temprana se define como la respuesta sistémica a una infeccion en los recién nacidos
desde el nacimiento hasta las 72 horas de vida. En México se ha reportado una incidencia de 15-
30/1000 RN y una letalidad de 25-30%. La reaccion en cadena de la polimerasa con amplificacion de
fragmentos de amplio polimorfismo cuenta con una sensibilidad de 100% y especificidad de 95.6%
como método diagnostico para sepsis con tan solo una gota de sangre versus el Hemocultivo (estandar
de oro) el cual tiene una sensibilidad de 30-40% cuando se realiza con 1 ml. de sangre. El uso de la
reaccion en cadena de la polimerasa podria representar una disminucion en costos hospitalarios,
deteccion de co-infecciones virales y requerir menor cantidad de muestra sanguinea para realizarse.
Por esto, se realizo el presente estudio con el objetivo de evaluar la eficacia de la PCR-RFLP contra el
hemocultivo para diagnodstico de Sepsis Neonatal Temprana en recién nacidos.

Material y Métodos

Se trata de un estudio prospectivo, observacional de prueba diagnoéstica realizado en el Hospital Civil
de Guadalajara Fray Antonio Alcalde en el periodo de enero a diciembre de 2015. Se calculé una
muestra de 30 recién nacidos para tener un poder estadistico de 80% (n=30). Se incluyeron pacientes de
ambos géneros de 0-72hrs de vida con factores de riesgo para sepsis; se excluyeron a aquellos pacientes
con antecedente de uso previo de antibioticos y/o transfusion de hemoderivados. Se realizo muestreo
aleatorio con analisis utilizando el software SPSS Statistics.

Resultados

De la poblacion estudiada, la mitad fueron femeninos. 15 pacientes fueron prematuros, 14 fueron
recién nacidos de término y 1 pos-término. La edad promedio fue de 36 semanas de edad gestacional
(28-42.1). Se tuvieron 3 hemocultivos positivos, de estos, 1 paciente presentd concomitantemente
elevacion de reactantes de fase aguda y los otros 2 s6lo presentaron clinica compatible. Con esto, se
tuvo una sensibilidad del 100%, especificidad de 93% y valor predictivo negativo de 100%; comparado
con s6lo 1 caso positivo conla técnica de PCR teniendo una sensibilidad de 33%, especificidad de 100%
y VPN de 93%.

Discusiony Conclusiones
En este estudio se encontraron 3 casos de sepsis por hemocultivo y 6 casos diagnosticados por cuadro
clinico. La baja sensibilidad para PCR en este estudio pudiera vincularse al uso de antibidticos en 20
& iﬁff CO“;IACYT Nf"“.at‘?l"‘g“ madres en el periodo ante parto y al nimero pequefio de muestra. La PCR-RFLP no es mas efectiva que
guo Hospital Civil de
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Blood cultures against PCR-RFLP for early neonatal
sepsis diagnosis
Abstract

Introduction.

Early neonatal sepsis is defined as a systemic response to a documented infection in newborns from birth and up to the first 72 hours of life. In
Mexico the reported incidence is of 15-30/ 1000 newborns, with 25-30% lethality. Polymerase chain reaction with restriction fragment length
polymorphism has 100% sensitivity and 95.6% specificity for the diagnosis of sepsis and using only one drop of blood. On the other hand, blood
cultures have a sensitivity of 30-40% for Iml of blood. The routine use of this test could lower hospitalization costs, detect coexisting viral
infection and reduce the amount of sample needed. This is enough to compare the efficacy of RCP-RFLP with blood cultures for the diagnosis of
early neonatal sepsis. Due to this, the present study was meant to evaluate the efficacy of PCR-RFLP compared to blood culture to diagnose
early neonatal sepsis in newborns.

Material and Methods.

This is a prospective study for a diagnostic test at the Hospital Civil de Guadalajara Fray Antonio Alcalde from January to December 2015.
A sample of 30 newborns was calculated to have a statistical power of 80%. Patients of both genders with 0-72 hrs of life with risk factors for
sepsis were included; we excluded patients with previous history of antibiotic use and / or transfusion of blood products. We performed an
analysis using the SPSS Statistics software.

Results.

Of the population studied, half were female. 15 patients were preterm, 14 were term newborns and 1 post-term. The mean age was 36 weeks
of gestational age (28-42.1). There were 3 positive blood cultures, of these, 1 patient presented concomitant elevation of acute phase reactants
and the other 2 only presented compatible clinical scenario. With this, blood culture had a sensitivity of 100%, specificity of 93% and a negative
predictive value of 100%, compared to only 1 positive case with the PCR technique having a sensitivity of 33%, specificity of 100% and NPV of
93%.

Discussion.

In this study we found three sepsis cases using blood culture with a predominance of female patients, and six more using clinical
manifestations. The low sensibility of PCR in this study could be associated to the use of antibiotics in 20 mothers before birth and the size of the
sample. PCR-RFLP is no more effective than blood cultures as a diagnostic test for early neonatal sepsis. On the other hand it is helpful as a
sieving tool .

Key Words: blood culture, early neonatal sepsis, newborn, polymerase chain reaction- restriction fragment length polymorphism.

Introduccion

Las enfermedades infecciosas son una causa importante de
morbilidad y mortalidad en el periodo neonatal. En México
nacen cada afio alrededor de 2 300,000 nifios, presentando
una incidencia de sepsis neonatal que oscila de 15 a 30/1000
RN la cual tiene una letalidad de 25-30%. La sepsis neonatal
temprana es considerada como una de las condiciones que
amenazan de este periodo de la vida. La sospecha de sepsis

de herramientas para la detecciéon rapida de sepsis temprana
es un objetivo de gran relevancia en la medicina perinatal, ya
que un diagnostico precoz y exacto conduce a un tratamiento
adecuado, mejorando asi potencialmente el pronodstico final
de estos pacientes; razon suficiente para la realizacion de este
proyecto de investigacion.

neonatal se fundamenta en una serie de factores de riesgo y de
parametros clinicos y analiticos inespecificos, por lo que en
muchas ocasiones resulta dificil valorar cudndo es
conveniente iniciar un tratamiento antibiético.' Por otro lado,
el diagnostico de confirmacion depende de los resultados de
los hemocultivos, que en el periodo neonatal presentan menor
rentabilidad debido a que el volumen de extraccion es,
muchas veces, insuficiente para detectar bacteriemias, ya que
en algunos casos estas bacteriemias son intermitentes. De ahi
la importancia de disponer de una prueba que nos permita
predecir la probabilidad de infeccidén para de esta manera
apoyar el diagnostico de sepsis.” Por lo tanto, la identificacion

Consideraciones sobre sepsis neonatal

En relacion al mecanismo fisiopatogénico de la sepsis
neonatal, se pueden diferenciar dos grandes cuadros de sepsis
en la época neonatal: La sepsis neonatal temprana y la sepsis
neonatal tardia.’

Sepsis neonatal temprana: La sepsis neonatal temprana o de
“transmision vertical” que es la variable central de este
estudio, se presenta generalmente como una enfermedad
fulminante y multi-sistémica durante las primeras 72 horas de
vida por transmision vertical, ya sea por gérmenes localizados
en el canal genital materno que contaminan al feto por via
ascendente, progresando por el canal del parto hasta alcanzar
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PCR-RFLP para Sepsis neonatal temprana
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el liquido amnidtico; o por contacto directo del feto con
secreciones contaminadas al pasar por el canal del parto. Por
este motivo debe considerarse la posibilidad de sepsis siempre
que se obtenga un cultivo positivo por bacterias patdgenas en
exudado de canal vaginal en el transcurso de las dos semanas
anteriores al parto, ya que hay una creciente evidencia de que
la infeccion comienza en el utero en un numero significativo
derecién nacidos con sepsis temprana.’

Diagnostico de sepsis neonatal temprana: El diagnodstico debe
plantearse ante un recién nacido con clinica compatible,
siendo de gran ayuda la valoracidn de la presencia de factores
de riesgo materno, teniendo estos neonatos habitualmente
uno o mas factores de riesgo identificables. Antes de iniciar
una terapia antibidtica empirica es necesario realizar un
chequeo infeccioso previo dirigido a precisar el diagndstico
etioldgico y hacia la orientacion de un cuadro séptico.

Dificultad en el diagnéstico: Cuando el agente etiologico
causante de la sepsis invade en organismo del recién nacido,
su sistema inmunologico se activa para defenderse. Pero, en
ocasiones, puede ser fisiologicamente inmaduro en el recién
nacido prematuro, cuyo déficit mas importante en el
mecanismo de defensa fagocitario del neonato es el fracaso en
la produccion y quimiotaxis de neutrofilos al sitio de
infeccién. Los recién nacidos tienen una capacidad muy
restringida de acelerar la produccion de neutrofilos en
reaccion a un proceso infeccioso, y el deposito en la médula
O0sea es muy limitado, por lo que se agota rapidamente.
Ademas, ninguna prueba, ya sea clinica o de laboratorio, tiene
suficiente valor predictivo para confirmar o descartar sepsis,
por lo cual para mejorar la capacidad diagnoéstica se han
combinado diferentes pruebas, especialmente las de
laboratorio. La sepsis neonatal es una enfermedad de alta
severidad, por lo que se requieren examenes complementarios
que no fallen en ningan caso (es decir, con alta sensibilidad) y

Figura 1. Especies de microorganismos detectados por PCR-RFLP.
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PCR universal: 996 pb
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Figura 2. Diagnostico molecular de bacterias Gram +/- y levaduras.
ADN, écido desoxirribonucléico; PCR, reaccion en cadena de polimerasa; pb, pares de baeses.

Figura 3. Edad gestacional de los recién nacidos en nuestro estudio.

que detecten la sepsis cuando la enfermedad estd presente
(esto es, con alto valor predictivo positivo). El objetivo que
tiene una prueba de laboratorio es ayudar a decidir al personal
meédico el inicio o no del tratamiento antibiético. Por lo tanto,
el examen ideal cumpliria las siguientes caracteristicas:
Comparable entre diferentes unidades de terapia neonatales,
Utilidad de diagnosticas: sensibilidad (cerca del 100%),
especificidad (85%), valor predictivo positivo(VPP) (85%),
valor predictivo negativo (VPN)(aproximado al 100%),
detectar la infeccion en una etapa temprana, diferenciar entre
los diferentes tipos de patodgenos (virales v bacterianos),
utilidad como guias de uso de antibidticos (tipo y duracién),
supervisar el progreso del tratamiento, utilidad pronostica.
En cuanto a las caracteristicas del laboratorio lo ideal para
establecer el diagnostico de sepsis: Compuesto estable, escala
de tiempo adecuada para la toma de muestras (aumento
sostenido o disminucion del nivel durante al menos 48h
después del inicio de las manifestaciones), medicion
cuantitativa, pequefio volumen de muestra, método facil de la
medida, rapido tiempo de traslado al laboratorio, resultados
comparables entre laboratorios y bajo costo. Teniendo en
cuenta que los resultados bacteriologicos tardan varios dias en
ofrecer resultados fiables, es necesario disponer de algin
procedimiento de diagnoéstico rapido que oriente la
instauracion o no de tratamiento antibidtico al recién nacido.
Para descartar sepsis con un valor predictivo positivo (VPP)
del 100% se suele evaluar a los neonatos con riesgo de
infeccién, con una muestra obtenida al menos en las 12-24
horas después del nacimiento, usando la combinacion de
recuento leucocitario y la determinacién de PCR.

Marcadores hematoldgicos

Respecto a los parametros hematoldgicos, tienen una baja
especificidad. La medicién de los leucocitos en sangre
periférica y su estudio diferencial probablemente, es la prueba
inespecifica mas rapida y util de obtener. Hace varias décadas
se demostrd que el recuento leucocitario podia ser normal en
la tercera parte de los recién nacidos infectados.’

Numerosos estudios demuestran que no se puede
considerar un solo hallazgo aislado para el diagnostico de
sepsis, incluso se han dado puntajes a cada una de las variables
estudiadas. El contaje de leucocitos y neutrofilos absolutos, la
relacion de neutrofilos inmaduros/maduros (indice de
Schilling), cambios en la morfologia o degeneracion como la
vacuolizacién, bacterias intracelulares, granulaciones
téxicas, deben ser estudiados y analizados individualmente y
en conjunto. En estos analisis la sensibilidad es variable,
reportandose datos desde 40-90%, sin que se relacione
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Tabla 1. Edad gestacional y su relacién con hemocultivo y PCR para monitorizar la respuesta al tratamiento. Es una prueba

Edad gestacional n=30 Hemocultivo PCR

+ - + -

Prematuro extremo 1(28) 0 1 0 1

Prematuro moderado 9 (28.6-33.5) 1 8 1 8

Prematuro tardio 5(34.2-36) 0 5 0 5
De término 14 (37-40.4) 2 12 0 14

Pos término 1(3.3) 0 1 0 1

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

directamente el tipo de germen, lo que, entre otros factores,
podria afectar los resultados.’

Debido a esta variabilidad en la sensibilidad de los
parametros hematoldgicos de forma individual, diversos
autores han propuesto estrategias en la obtencion de ratios o
scores que combinan algunos de estos parametros.

Estos datos sugieren que recuentos hematologicos
tempranos aportan poca informaciéon diagndstica en la
evaluacion de cualquier neonato con o sin sintomatologia con
una posible infeccion bacteriana. La presencia de neutropenia
se asocia a un mal prondstico, ya que generalmente indica
disminuciéon de la reserva de neutréfilos en médula Osea,
disturbios en la liberacion de éstos a la periferia e ineficacia de
las células madre para responder a las demandas.’

Ademas, se pueden utilizar otros parametros para valorar el
tipo de infeccion bacteriana como: El indice de granulocitos
inmaduros considerandose normal un valor mayor a 0,2 (o
superior a 0,3 en las primeras 24 horas de vida del neonato); la
Proteina C Reactiva, los niveles normales de esta proteina se
incrementan en 6 horas y llegan al maximo en 48 horas.’ Su
vida media es constante y, por lo tanto, su nivel estd
determinado principalmente por la tasa de produccion y, por
tanto, por la gravedad de la causa. En la actualidad, es una de
las pruebas mas utilizadas tanto para establecer el diagndstico

Tabla 2. Caracteristicas de factores de riesgo maternos

Variable n=30 Hemocultivo PCR
+ - + -
Taquicardia materna (>100 2 0 2 0 2
Ipm)
Taquicardia fetal (>160 lpm) 1 0 1 0 1
Leucocitosis materna 1 0 1 0 1
(>15x10°/L)
Hipersensibilidad uterina 1 0 1 0 1
Leucorrea vaginal 2 1 1 0 2
Ruptura de membranas >15 hrs. 7 1 6 1 6

Variables cualitativas estan expresadas en frecuencias.

de laboratorio que presenta gran sensibilidad, pero baja
especificidad.” La Procalcitonina (PCT) es una pro-hormona
que se produce en las células C de la glandula tiroides. Es la
precursora de la Calcitonina y, en situaciones normales en el
hombre, los niveles sistémicos son indetectables 0 menores a
0,1 ng/mL. Tiene una vida media en suero de 25 a 30 horas, y
es importante tener en cuenta la elevacion fisiologica de este
marcador en las primeras 48 horas de vida, por lo que puede
complicarse la interpretacion de los resultados durante este
periodo.

Durante la inflamacién de causa infecciosa, la PCT se eleva
mas rapidamente que la PCR, lo que la convierte en un
predictor precoz de gravedad y mortalidad, sin embargo, esto
no se puede aplicar a neonatos ya que tienen un pico
fisiologico en las primeras 48 horas, motivo por el cual la
especificidad no supera el 65%, teniendo ademas un pobre
valor predictivo positivo."’ Es importante mencionar que la
elevacion de PCT se presenta en infecciones de origen
bacteriano, micotico o parasitario, mientras que los procesos
provocados por virus no presentan elevacién de la PCT." En
diferentes estudios se ha visto que los niveles séricos de PCT se
correlacionan con la severidad de la invasion microbiana y
disminuyen rapidamente después del tratamiento antibidtico
adecuado. En uno de éstos, los autores concluyen que las
concentraciones de PCT y PCR en neonatos con sepsis
neonatal precoz se encuentran aumentadas, siendo este
incremento mayor en los niveles de PCT;" Interleucinas: En
la tltima década se ha publicado un gran niimero de trabajos
que han estudiado distintas citoquinas. Las mas estudiadas
han sido las interleucinas: 1, 6, 8 y el factor de necrosis

tumoral (TNFc). También se han utilizado como marcadores

de infeccion los receptores solubles de las citoquinas, que se
elevan en sangre en procesos infecciosos; siendo el mas
estudiado el receptor soluble de la IL-2 (IL-2Rs)."

Hemocultivos

Las bacterias causantes de la infeccion en la sepsis neonatal
se identifican mediante el hemocultivo, considerado como
estandar de oro, que permite ademds determinar la
susceptibilidad bacteriana a los antibioticos. El cultivo
bacteriologico es el método mas utilizado y valioso en la
clinica, sin embargo, como prueba de diagndstico en muestras
de sangre neonatal tiene baja sensibilidad y especificidad para
la deteccion de los agentes causales de la infeccion. Este hecho
se relaciona con el poco volumen (inferior a 1 mL) de sangre
que se puede o debe extraer al recién nacido. Ademas, una
limitante adicional del hemocultivo es que tarda como
minimo 48 horas para obtener un resultado, y no logra
analizar el contenido total de las bacterias que pudieran ser de
interés para identificarla etiologia de la enfermedad.

Las técnicas de cultivo automatizadas o semi-
automatizadas que se basan en la deteccién de CO2
producido por el metabolismo bacteriano, permiten informar
la positividad de los hemocultivos en menos de 24 horas. A
pesar de esto, la positividad de los hemocultivos en sepsis
neonatal no supera el 80-85% en los mejores centros, por lo
que un resultado negativo en presencia de factores de riesgo y
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clinica compatible no descarta la infeccién. Por estas razones
se requieren metodologias que permitan analisis rapidos,
precisos y de alta sensibilidad que ayuden al cuerpo médico
responsable, lograr una evaluaciéon oportuna y un mejor
tratamiento de casos clinicos y subclinicos de sepsis neonatal.

Biologia molecular (Reaccion en cadena de la polimerasa

PCR)

La amplificacién de segmentos definidos del 4cido nucléico
mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR)
comenzo0 en la investigacion basica, pero su aplicacion se ha
incorporado en los laboratorios de microbiologia clinica y de
la salud, en los que se han logrado importantes avances para
identificar la etiologia de los procesos infecciosos. A
diferencia del cultivo bacteriolégico, la PCR requiere
minimas concentraciones del DNA (pg/mL).

Recientemente se han sintetizado iniciadores bacterianos
para la amplificaciéon de la region pequeila del gen 16S
ribosomal (16S rDNA). El 16S rDNA est4 presente en todas
las bacterias, es altamente conservado y tiene secuencias
infinitas, lo que permite diferenciarlas entre cada especie de
bacteria. El uso del 16S rDNA permite explorar en un solo
paso a todas las bacterias contenidas en diversas muestras
bioldgicas, 1o que la convierte en un buen marcador respecto a
otros genes bacterianos."

Aunque la PCR ofrece ventajas sobre el cultivo
bacteriologico, tiene una serie de limitaciones. Primero, se
requiere que el DNA blanco sea de buena calidad sin
fragmentaciones y las muestras bioldgicas contienen enzimas
como endonucleasas y DNAsas, las cuales degradan el DNA.
En segundo lugar, las muestras de sangre contienen diferentes
componentes estructurales como anillos de porfirinas que
interfieren con la actividad de la TagDNApolimerasa, lo que
reduce la eficiencia de la amplificacién y puede dar falsos
negativos. Y, en tercer lugar, en la obtencion de la muestray en
la extraccion del DNA, puede haber contaminacion con otras
bacterias que no necesariamente corresponden a las de la
muestra de origen.

En los tltimos afios, se han realizado estudios que evaluan
una nueva técnica de deteccion de microorganismos
mediante PCR a tiempo real como una herramienta mas en el
diagnoéstico microbioldgico de sepsis (reaccion en cadena de
la polimerasa con amplificacién de fragmentos de amplio
polimorfismo -PCR-RFLP) es una técnica por PCR a tiempo
real capaz de detectar 25 microorganismos, siendo éstos los
mas frecuentemente encontrados en las infecciones
sanguineas.

Mientras que los métodos microbioldgicos detectan sélo
microorganismos viables, esta prueba detecta tanto los viables
como los no viables ademas del ADN no microbiano. Las
cepas objeto de deteccion se indican en la Figura 1.

Algunos de estos estudios, como el realizado por Lehmann
y cols.” en un estudio restrospectivo observacional de 436
pacientes con sepsis, muestran una coincidencia entre los
microorganismos aislados mediante el hemocultivo y esta
técnica de un 38% en el caso de microorganismos
grampositivos, un 26% para gramnegativos y un 6% para
hongos. Aunque también se dieron casos en los que s6lo daba
positivo el hemocultivo, o casos en los que solo fueron

PCR-RFLP para Sepsis neonatal temprana

Tabla 3. Marcadores hematoldgicos para sepsis

Variable x (rango) n=30 Hemocultivo PCR
+ - +
Neutrofilos 9030 (430-22840) 3 0 3
Leucocitos 13666 (4800- 1 0 1 0
28900)
indice de 0.03 (0.03-0.25) 3 2 1 0
Schilling
Proteina C 6.81 (0-47) 7 0 7 0
reactiva

Variables cualitativas estan expresadas en frecuencias.

identificados microorganismos mediante la técnica de PCR.
Jordan y cols. realizaron un estudio que incluy6 548 recién
nacidos comparando PCR con hemocultivos, encontrando
alto valor predictivo negativo y positivo, asi como una alta
sensibilidad y especificidad. Los resultados de PCR antes de
18 horas del nacimiento podrian ayudar a descartar la sepsis
neonatal temprana, lo que provocaria menor uso de
antibidticos y disminuiria la estancia en la Unidad de
Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN). Actualmente, su
positividad se ha incorporado en la definicién de sepsis
probada. Su inconveniente es el alto coste para la aplicacion
de la prueba y la disponibilidad limitada en los laboratorios
convencionales."®

Las enfermedades infecciosas son una importante causa de
morbilidad y mortalidad en el periodo neonatal. El
diagnoéstico precoz y adecuado, que conduzca a un
tratamiento apropiado podria disminuir e incluso evitar la
mortalidad de estos pacientes. Por ello, cualquier herramienta
que identifique de forma rapida una sepsis neonatal precoz es
objeto de gran relevancia en la medicina perinatal. Existe una
creciente evidencia de que la infeccion comienza en el ttero
en un gran numero de neonatos con sepsis neonatal
temprana. Muchos de ellos son asintomaticos en las primeras
horas de vida, y se ha visto que las madres con colonizaciéon
bacteriana y/u otros factores de riesgo infeccioso tienen
mayor probabilidad de dar a luz nifios con bacteriemia ya
presente en el nacimiento. "’

Como se ha mencionado, se han evaluado muchos
parametros bioldgicos o marcadores de sepsis en las tltimas
décadas, entre ellos distintos parametros hematologicos, o
proteinas como la PCR o la PCT, y algunas citoquinas. Sin
embargo, a pesar de los numerosos tests disponibles en la
actualidad, ninguno de ellos es absolutamente fiable, por lo
que muchos Neonatélogos a menudo comienzan el
tratamiento antibiotico en neonatos con factores de riesgo
infeccioso, exponiendo a muchos de estos pacientes a un
tratamiento innecesario. Por todo esto, resulta de suma
importancia la herramienta diagndstica, ya que un
diagnostico precoz y preciso conduciria a un tratamiento
adecuado, y evitaria tratamientos innecesarios a recién
nacidos.
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Tabla 4. Comparacion entre caracteristicas clinicas y de laboratorio

con el HC

Variable Negativos Positivos ?
n=27 n=23
PCR 0(0) 1(33.3) 0.933
Neutrofilos 2(7.4) 1(33.3) 0.807
Indice de Schilling 3(11.1) 0(0) 0.807
Proteina C reactiva 7(25) 0(0) 0.582
>10 mg/dl
Infeccién materna 3(11.1) 1(33.3) 0.253
concomitante
Fiebre en el recién 2(7.4) 0(0) 0.869
nacido
Hipomotilidad 0(0) 1(33.3) 0.067
Anuria 2(7.4) 0(0) 0.869
Acidosis 2(7.4) 1(33.3) 0.193
Apnea 3(11.1) 1(33.3) 0.253
Cianosis 3(10.7) 1(33.3) 0.253

Variables cualitativas estan expresadas en frecuencias.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo, observacional de prueba
diagnostica cuyo objetivo general fue evaluar la eficacia de la
prueba PCR-RFLP contra el estandar de oro que es el
Hemocultivo para diagnoéstico de Sepsis Neonatal Temprana
en recién nacidos. Algunos objetivos secundarios fueron:
caracteristicas epidemioldgicas de los neonatos incluidos,
frecuencia de sepsis neonatal temprana, determinacién de
agentes microbioldgicos involucrados, descripcion de
parametros fisiologicos y de laboratorio de los recién nacidos
con riesgo de sepsis temprana neonatal. El tamafio de la
muestra se calculd6 mediante StatCalc del programa
estadistico Epi Info 7 afio 2013 proporcionado por Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), USA. Método de
Fleiss para estudios de cohorte con un Intervalo de Confianza
(IC) de 95%, poder 80%: n= 30 pacientes. El muestreo fue
aleatorio por numeros aleatorizados de acuerdo al programa
Microsoft Excel 2010 para Windows 7. Se cubrieron ciertas
especificaciones para la toma de la muestra como: cantidad
200-500 mcL de sangre periférica arterial o venosa en tubos
con anticoagulante, preservados 2-4 0C, transportados en un
lapso no mayor a 6 horas. La técnica utilizada se observa en la
figura 2. Los hemocultivos fueron obtenidos en base a
recomendaciones especificadas a nivel internacional. Se
incluyeron recién nacidos de ambos géneros, con edades de 0-
72 horas de vida extrauterina, con factores de riesgo para
sepsis (fiebre, criterios paraclinicos, madre con diagnosticos
de corioamnionitis, cervicovaginitis y otra infeccion activa,
madre con fiebre en el trabajo de parto) ingresados a las
unidades de cuidados intensivos y/ o intermedios del Hospital
Civil de Guadalajara Fray Antonio Alcalde de Enero a
Diciembre del 2015. Se excluyeron recién nacidos mayores de
72 horas de vida extrauterina, tratados con antibidticos y/o
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con antecedente de hemotransfusiones.

Resultados

Se estudiaron 30 recién nacidos de los cuales la edad
gestacional promedio fue de 36 semanas de gestacion; con 15
prematuros, 14 de términoy 1 pos término. Las caracteristicas
generales se observan en la figura 3y enla Tabla 1.

En relacion a las caracteristicas clinicas y
sociodemograficas de las madres de estos recién nacidos la
media para la edad fue de 24.1 afios (Rango de 16-41 afios)
donde el grupo mas prevalente de edades fue el de 19 a 35 afios
con una frecuencia de 76.7%. La mayoria de las madres se
encontraban viviendo en unién libre con una frecuencia de
73.3%. La escolaridad de las madres mas frecuente fue nivel
secundaria en 46% de ellas. En relacion a frecuencia del uso
de drogas solo el 6.7% ingeria alcohol, mientras que ninguna
de ellas consumio drogas ni tabaco; todas ellas con cultivos y
PCR negativos. El promedio de asistencias a consulta de
control prenatal fue de 4.6 consultas y consideraron su
servicio como regular en el 63%.

La prevalencia de los factores de riesgo maternos fue la
siguiente: Ruptura de membranas >18 horas 7 casos (23.3%)
conun promedio de 30.7 horas (Tabla 4), taquicardia materna
2 casos (6.7%), leucorrea vaginal 2 casos (23.3%), taquicardia
fetal 1 caso (3.3%), leucocitosis materna 1 caso (3.3%),
hipersensibilidad uterina 1 caso (3.3%) (Tabla 2).

De los 30 recién nacidos en este estudio no hubo
predominio de género, de los cuales 10 tuvieron marcadores
hematoldgicos positivos para sepsis (5 hombres y 5 mujeres) y
6 tuvieron datos clinicos de sepsis (5 hombres y 1 mujer); 3
tuvieron indice de Schilling (formas inmaduras/neutrofilos)
positivo, 7 tuvieron proteina C reactiva positiva; solo uno de
los recién nacidos tuvo alteracién en la cifra de leucocitos.
(Tabla 3)

La tabla 4 muestra la comparacién entre los pacientes que
fueron positivos versus negativos a reaccion en cadena de la
polimerasa, no observandose ninguna diferencia
significativa. Sin embargo se observa una mayor frecuencia de
manifestaciones clinicas en el grupo de los pacientes
negativos esto puede deberse al tamafio de muestra y a la poca
prevalencia de la enfermedad.

El hemocultivo resultd positivo en 3 de los casos (10%) y
tuvo una sensibilidad de 100%, especificidad de 93%, valor
predictivo positivo de 33%, valor predictivo negativo 100%

LaPCR resulto positiva en solo uno de los casos (3.3%) para
Staphylococcus lugdunensis; el cribado para sepsis solo reportod
neutropenia y ademas tuvo un hemocultivo positivo posterior
a una semana. Esta prueba probo tener una sensibilidad del
33%, especificidad del 100%, valor predictivo positivo de
100% y valor predictivo negativo de 93% (Tabla 5).

Discusion

Las infecciones en los recién nacidos son la causa mas
importante de hospitalizacién e incluso de mortalidad en la
practica neonatal. El reconocimiento y diagnostico temprano
de sepsis en los neonatos es dificil por lo que el inicio
temprano del tratamiento para dichas infecciones es esencial.
Por obvias razones hay una tendencia por sobre tratar a los
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Tabla 4. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos para la prueba
de reaccién en cadena de la polimerasa para el diagnostico de sepsis

neonatal temprana

Sensibilidad 33%
Especificidad 100%
Valor predictivo positivo 100%
Valor predictivo negativo 93%

recién nacidos potencialmente infectados. Los marcadores
hematologicos y el hemocultivo han sido el pilar diagnostico
hasta la fecha, este ultimo considerado como el estandar de
oro pero con las inconvenientes de que mejoran su
sensibilidad, especificidad, VPP, VPN hasta después de las 24
horas de vida extrauterina como lo reporta Greenberg. "

En este estudio, la frecuencia de sepsis temprana
demostrada por hemocultivo positivo fue de 3 casos (10%) de
los 30 recién nacidos analizados; la cual es alta comparada
con la incidencia reportada por Mondal y cols; refiriendo en
su estudio un 6.1% para paises en vias de desarrollo (59); por
lo contrario tuvimos una mortalidad del 0%, muy inferior a la
reportada por Manthur y cols para paises desarrollados y
subdesarrollados.”

Los marcadores hematoldgicos resultaron ser una
herramienta util para la evaluacién de sepsis, con una
sensibilidad del 61% y especificidad del 97% y VPN 82%; 10
recién nacidos tuvieron marcadores hematologicos positivos
(5 hombres y 5 mujeres); 3 indice de Schilling (formas
inmaduras/neutro6filos) positivo, 7 proteina C reactiva
positiva y solo uno de los recién nacidos tuvo alteracién en la
cifra de leucocitos muy diferente a lo reportado por
Pourcyrous."

La prevalencia de los factores de riesgo maternos fue muy
similar a lo reportado por otros autores, en nuestro estudio la
edad gestacional no fue un factor neonatal significativo para
el desarrollo de sepsis temprana. Dentro de la clinica se
encontro que la que tuvo mas relacion como manifestacion de
sepsis neonatal temprana fue la hipomotilidad muy similar a
lo reportado por Mondal.”

El Cultivo sanguineo present6 una sensibilidad del 100% y
especificidad del 93%. Se esperaba una baja sensibilidad en
este estudio en comparacion a la reportada por Visser y
colaboradores del 85%, en este estudio posiblemente
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