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CAPITULO 1.- MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES DEL NEONATO.

1.1.1. DEFINICIONES

El neonato es el recién nacido (RN) desde el momento de nacimiento hasta los 28
dias de vida, segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-007-SSA2-2016). Se puede
clasificar de acuerdo a las semanas de edad gestaciéon (SDG) o peso al

nacimiento®:

Segun la Academia Americana de Pediatria, se define como SDG “Al momento
transcurrido entre el primer dia del ultimo periodo menstrual y el dia de parto”. La
evaluacion de la edad gestacional es vital para el gineco-obstetra asi como para
el neonatdlogo, ya que a través de ella podemos guiar el manejo y evaluar el

riesgo de morbimortalidad®:

Para determinar la SDG, existen varios métodos, como la fecha de ultima
menstruacion (Regla de Naegele) y ultrasonido obstétrico. Sin embargo la primera
puede no ser un método exacto ya que dependera de la regularidad del ciclo
menstrual e ingesta de anticonceptivos en la mujer. Posterior al nacimiento se
puede determinar la SDG con mediciones fisicas y neuromusculares, esto
determina el grado de madurez y desarrollo del RN, lo cual consiste en observar
caracteristicas expuestas y por tanto es subjetivo: test como Dubowitz, Ballard,

Capurro y Eregie. Siendo los mas utilizados el test de Capurro y Ballard®:

CLASIFICACION DEL NEONATO SEGUN SDG .

e Recién nacido pretérmino (RNPT): producto de 28 semanas a 36.6 SDG.



e Recién nacido inmaduro: Como producto de la concepcién de 21 semanas a
27 semanas de gestacion (500 gramos a 999 gramos).

e Recién nacido a término (RNT): producto de la concepcion de 37 semanas
a 41.6 semanas de gestacion (mayo o igual de 2,500 gramos).

e Recién nacido postérmino: de las 42 semanas o méas de gestacion®)

La clasificacién mas actual, para el prematuro segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), es la siguiente:

e Prematuro extremo: Menor de 28 SDG.
e Muy prematuros: De las 28 a 32 SDG.
e Prematuros tardios: De las 32 a 36.6 SDG®:

De acuerdo a su peso al nacimiento también, se puede clasificar al RN de la

siguiente forma:

e Peso extremadamente bajo al nacer: Peso menor a 1000 gramos.
e Muy bajo peso al nacer: Peso de 1000 a 1500 gr.

e Bajo peso al nacer: Peso de 1500 a 2500 gr.

e Peso normal al nacer: Peso de 2500 a 4000 gr.

e Macrosémico: Producto con peso mayor a 4000 gr®)

El neonato también se clasifica de acuerdo al peso corporal al nhacer y la SDG en

forma combinada segun percentiles de crecimiento al nacer:

e Hipotréfico (Bajo peso): Cuando el peso se encuentra debajo del percentil

10, de acuerdo al peso correspondiente de la edad de gestacion.



e Eutréfico (Peso adecuado): Peso corporal entre el percentil 10 y 90, segun
la distribucién del peso para la edad gestacional.
e Hipertréfico (Peso grande): Peso corporal por encima de percentil 90 , en la

gréfica de distribucion de peso para la edad®)

1.1.2. RECIEN NACIDO PRETERMINO.

Actualmente se ha dado gran importancia al prematuro, por su alta incidencia de
morbimortalidad que este representa, en especial aquellos RNPT tardios (34-36.6
SDG) por las caracteristicas fisicas que suelen parecer de tamafio y peso al del
RNT temprano (37-38.6SDG) sin embargo estos prematuros tardios son
inmaduros, tanto fisiologica, metabdlica y en su sistema inmunoldgico®- De
acuerdo a esta clasificacion nos damos cuenta que aumenta el riesgo de
infecciones en el neonato ya que su deficiente sistema inmunoldgico lo predispone
a alteraciones de la barrera protectora como lo es desde la piel inmadura para
enfermedades oportunistas, inmadurez pulmonar para la adecuada liberacion del
surfactante y por ende la adecuada perfusion tisular, el deficiente e inmaduro
sistema digestivo aunado hoy en dia a la ingesta aumentada de férmulas
artificiales y menos lactancia materna predisponiéndolo a riesgo de enterocolitis
sin dar menos importancia al mal control prenatal por parte la madre haciendo
frente a la alta incidencia de sepsis neonatal temprana hoy en dia en las unidades

de cuidados intensivos neonatales (UICIN) como la principal causa de ingresos.

1.1.2. SISTEMA INMUNE DEL NEONATO.
El RN se basa en una inmunidad innata inmadura. Estas deficiencias estan
relacionadas con la edad del neonato y colocan al prematuro como ya se mencioné
en mayor riesgo de desarrollar sepsis. Tienen una respuesta innata subdesarrollada

a la infeccién incluida la disminucién de la produccion de citoquinas y la reduccion



de neutrdfilos, asi como la funcidén de las células dendriticas, lo cual aumentan el
riesgo de desarrollar infecciones bacterianas, flngicas y virales. Asi mismo la
respuesta inmune innata neonatal a la sepsis, esta impulsada por el aumento de
expresion de neutrofilos y monocitos. Por otro lado, existe una supresion de la
respuesta inmune adaptativa la cual se caracteriza por disminucion en los niveles
de expresion de células T y B. Los neonatos tienen una respuesta inflamatoria
temprana debilitada en comparaciéon con adultos, con mortalidad temprana mas
comun. Ellos son mas sensibles a sefiales inflamatorias producidas de forma
temprana frente a los procesos infecciosos debido a la pobre respuesta
desencadenando lesiones endoteliales, mal circulacion sistémica con potencial

riesgo de lesiones a 6rganos causar la muerte(®-

El RN tiene mayor riesgo de presentar infecciones, debido a factores genéticos,
epigenéticos y ambientales. RNT desencadena una respuesta inflamatoria
inmunoldgica liberando la produccién de citoquinas antinflamatorias y polarizantes
como TH1 /Th17, y deterioro de TH1. En especial en el RNPT existe mayor
disminuciéon fisiologica de ciertas proteinas transportadoras importantes para
mantener al neonato en una armonia saludable, entre ellas la mas importante que
es la albumina la cual participa en varios procesos claves para la estabilidad del
prematuro, asi entre mas es la prematurez mas es la disminucién de la albumina,
generando problemas para hacer frente a la morbilidad secundaria al proceso de
sepsis durante el cual las células innatas el sistema inmune reconoce a los
patdgenos, a través de los receptores de reconocimiento, como los receptores tipo
toll (TLR), los cuales, son estimulados por la presencia e patrones moleculares
asociados a patdégenos como la pared celular, componentes de la membrana
(lipopolisacéridos, peptidoglucano, flagelina) o componentes intracelulares (ARN,
ADN). Después de los receptores tipo Toll, se activan las cascadas de sefializacion
intracelular del segundo mensajero, como resultado de citocinas y a activacion
celular. La produccion de citocinas es importante, ya que promueve la diferenciacion

de los linfocitos CD4 y TH. Otras células con un rol importante en la respuesta contra
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infecciones en el neonato, con los neutrofilos y células presentadoras de antigeno.
Los neutrofilos son unas células que tienen dentro de su principal funcion conferir
defensa contra infecciones, también la de fagocitar y eliminar bacterias; estos
también liberan proteinas y péptidos antimicrobianos como la lactoferrina. El
macroéfago, otra célula del sistema inmunolégico, tiene como funcién la fagocitosis,
pero su papel mas importante ésta en la configuracion de la adaptacion de
respuesta inmune a patégenos, a través de citocinas o de las células presentadoras
de antigenos en 6rganos linfoides. Otras células requeridas para la formacion de la
respuesta inmunitaria especifica de antigeno son las células dendriticas. Como ya
se menciono, el neonato tiene un sistema innato inmune inmaduro, debido a las
deficiencias en su funcion de fagocitosis, asi como la disminuida actividad
bactericida en neutrofilos y macrofagos. Las respuestas de citocinas como linfocitos
Th2 o Th1l7 muestran también una respuesta disminuida. En general el perfil
inmunolégico del recién nacido es funcionalmente diferente, posiblemente como
reflejo de las demandas en el entorno fetal. La respuesta inmune innata es critica
en cada etapa de la vida del ser humano, ya que esta regula su tolerancia, la cual
es dada por vacunas o por la memoria al sistema inmune dada por los linfocitos T y
B, asi como la proteccion temprana contra patdgenos no antigénicos para prevenir

infeccion(-

En la actualidad la infeccién de los RN es un problema de gran importancia de salud
publica, con altos indices de morbimortalidad global anual superior a 1 millon de
vidas. De tal manera que la incidencia de infeccidn varia segun la edad gestacional
y el tiempo de inicio presentandose con mayor severidad en los RNPT o de muy

bajo peso al nacer.
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1.2. LACTOFERRINA.

En estudios recientes se ha visto el papel que juega la lactoferrina en el sistema
inmune del neonato. La lactoferrina, pertenece a la familia de la transferrina, como
un grupo de proteinas fijadoras de hierro que se ha encontrado en muchos
organismos. Sorensen identificaron por primera vez en el afio de 1939 a la
lactoferrina en leche bovina como una proteina roja. Posteriormente en el afio de
1969 se descubri6 que la lactoferrina se encontraba abundante en neutréfilos,
recordando que estos son las células mas abundantes en el sistema de defensa y
enfocandose en el neonato estos glébulos blancos suelen estar disminuidos en
especial en los RNPT, por lo tanto, la lactoferrina en el interior de estos glébulos
juegan el papel mas importante como proteina de defensa ante el agente infeccioso.
En el 2009 Crichton reporto en su estudio la gran importancia de las enzimas
intraceulares, en cuanto a su funcion en la oxido-reduccion basada en estas
proteinas. Fue un afio después que Chu y cols que publicaron que la mayoria de

los organismos vivos necesitamos de hierro para el crecimiento®)

En el mismo afio Jeffrey y cols en un estudio reiteran la funcién moduladora natural
inmunoldgica de la lactoferrina, refiriendo que tiene efecto también como
bacteriostatico y bactericida logrado por la capacidad de unir grandes cantidades de
hierro y proporcionar proteccion contra agentes extrafios y metabolitos por medio
de la fagocitosis y adherencia celular, asi como la liberacién de citocinas
proinflamatorias lo cual tiene un gran impacto en el desarrollo de la respuesta
inmunoldgica ya que el secuestro de hierro dado por la lactoferrina provoca una
reduccion del estrés oxidativo inducido por un insulto al organismo, alterando la
produccion por la activacion la cascada de la inflamacion y produccion especifica de
citocinas promoviendo la maduracion de las Linfocitos T, asi como aumenta el tipo

de respuesta de hipersensibilidad antigénica®
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En el 2012 ochoa y cols. como ya se sabe el periodo postnatal es el periodo mas
critico del ser humano por el grado de madurez de su sistema inmunolégico como
gastrointestinal, observando que los neonatos alimentados con leche materna
tienen un mejor desarrollo que aquellos que son alimentados con férmula
artificiales®®- Observando que la lactoferrina humana tiene mejor tolerancia y
estimula a las células intestinales y aumento de las vellosidades. Ademas de
estimular en el sistema inmunoldgico la respuesta inmune de linfocitos T de ayuda
tipo 1 y2, ademas de mejor la respuesta proinflamatoria, ayudando a la prevencion
de infecciones, como sepsis neonatal temprana o tardia y enterocolitis necrotizante
entre otras. El periodo postnatal es clave en el desarrollo, el tracto gastrointestinal
se somete a una adaptacién en su estructura y funcional, para la digestion y
absorcion de nutriente. “El tracto gastrointestinal es el mayor reservorio de
inmunidad y microbios del cuerpo, y la nutricion temprana promueve el crecimiento
gastrointestinal, colonizacion de microbiota. Se destaca la importancia de la
microbiota intestinal y el sistema inmunitario del huésped, donde la microbiota
estimula la maduracién y la especificidad de la mucosa neonatal y sistema inmune
sistémico.” Actualmente se generado interés en el estudio de la lactoferrina por sus
diversas funciones sobre todo inmunoldgicas como ya se han descrito antes los
multiples beneficios fisiolégicos del neonato ante el grado de madurez en general
de los tejidos y O6rganos en nifios con lactancia materna ante mejor desarrollo y
proteccion contra infecciones por bacterias, virus y hongos, prevencion de
enterocolitis necrotizante, mejor desarrollo cognitivo®V- Su estudio se enfocé RNPT
con mayor riesgo de lesiones por estrés oxidativo que conducen a enfermedad
como sepsis neonatal, displasia broncopulmonar, retinopatia del prematuro,
enterocolitis necrotizante, encefalopatia del prematuro o leucomalacia

periventricular, con factor de riesgo a largo plazo de discapacidad neurologica(*?:

Sharma y cols documentan recientemente en el 2017 un estudio de revision
sistémica por consensos de perinatologia, materno fetal entre otros el rol de la
funciones describiendo que la lactoferrina es también conocida como lacto

transferrina, que consiste en una proteina fijadora de hierro, una glicoproteina con
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cadena polipeptidica Gnica de 80 KDA monomeérica compuesta por secuencia de
703 aminoacidos que se encuentra en leche materna, lagrimas, liquido
cefalorraquideo, secreciones vaginales o en plasma. Finalmente, la lactoferrina se
convierte en lactoferricina, por accién de unas enzimas gastricas llamadas pepsinas.
Ambas proteinas: lactoferrina como lactoferricina, tienen accién antimicrobiana,
antimicotica y anticancerigena. Recordando cuales son los gérmenes mas
frecuentes que colonizan y alteran los mecanismos de defensa del recién nacido
son: Escherichia Coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus mutans, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza,
Helicobacter Pylori, Clostridium difficile, entre otros, dichas proteinas tienen como
principal funcion de defensa de actividad antibacteriana. Dentro de su funcion
antifingica se encuentra contra Candida Albicans y levaduras. Otra de sus
funciones es la de antioxidante, ya que desempefia un papel en la regulacion del
crecimiento celular y diferenciacion de ciertos tejidos como el intestino, hueso y

tejido hematopoyético; funcion vital para el recién nacido de prematurez extrema®:

Paolo Manzoni y cols. en el afio del 2009 realizaron un estudio en una unidad de
cuidados intensivos en ltalia, donde quisieron demostrar la reduccién de sepsis
neonatal tardia por medio de suplementacion con lactoferrina bovina (LB), ya que
en la leche materna y sobre todo en calostro es donde se ha visto mayor
concentracion, infecciones, colonizacion fungica, progresion. Otros objetivos en el
estudio fue determinar el papel que juega en la reduccion de colonizacion fungica
invasiva, enterocolitis necrotizante, retinopatia del prematuro, hemorragia
interventricular, displasia broncopulmonar. El estudio tuvo una duracién de un afio,
donde se incluyeron neonatos de muy bajo peso al nacer entre 3y 11 dias de vida,
excluyendo neonatos a los cuales se haya administrado antigtnficos. Fue un estudio
doble ciego, donde a un grupo de neonatos administraron solo LB, a un segundo
grupo lactoferrina bovina con lactobacillus Rhamnosus (LB mas LR) y a otro grupo
de neonatos solo administraron placebo. En cuanto a los resultados la incidencia de

sepsis neonatal tardia fue menor en los grupos que se administré LB (5.9%) y LB
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mas LR (4.6%), comparado con el grupo control donde la incidencia fue de (17.3%).

Con un intervalo de confianza de 95%(®3),

1.2.1. CONCENTRACION DE LACTOFERRINA EN DIFERENTES FLUIDOS
CORPORALES.

En la misma revision de Jeffrey del 2009 asi como otros estudios se ha publicado
del efecto de la suplementacién con lactoferrina para la prevencion de infecciones
neonatales; para ello se ha venido estudiando el nivel de concentracion de
lactoferrina como punto de cohorte en la leche materna humana y los factores que
pueden afectarla. La concentracion que se han encontrado mas alta se han
observado en el calostro humano y disminuye con los dias de post parto conforme
va madurando la leche alrededor de los primeros 5 a 7 dias. Asi mismo clasificando
la concentracion de la lactoferrina se observo que la leche humana temprana
(primeros 28 dias del nacimiento) presenta en 5gr/L, en comparacion con la leche
madura, donde la concentracion es de 2 gr/dl. En la etapa de calostro esa
concentracion tiene un pico de 7 gr/dl, posteriormente disminuye. En otro estudio
gue se publica en el 2017 por Villavicencio y cols. reporta que esta concentracion
puede estar afectada por otros factores de los mas importante es la prematurez;
entre menor edad gestacional mayor la concentracion de la misma en comparacion
con los RNT(®4- Enfatizando en los neonatos de mayor riesgo de morbilidades
(RNPT tardios), llama la atencion que posterior al nacimiento sus niveles de
concentracion de lactoferrina de ser alta en los primeros dias de vida suele disminuir
importantemente como si se clasificara en prematuro temprano asi mismo es la
relacion de la predisposicidn para desencadenar sepsis neonatal concluyendo
segun estos estudios que la lactoferrina pudiera ser un indicador de sepsis neonatal

temprana y/o tardia(®

15



1.2.2. LACTOFERRNA COMO MARCADOR DE SEPSIS NEONATAL.

Lidia Decembrino y cols realizaron un estudio en el 2016 y publicaron en el mismo
afo, consistié en la medicién de niveles en plasma de lactoferrina en neonatos
prematuros mayores de 72 horas de vida comparado con los RN que presentaron
clinica de sepsis, cabe mencionar que a pesar de ser un estudio con un muestra
pequefia reportan significantes resultados: Encontraron que los niveles séricos de
lactoferrina son significativamente bajos en 4 de los neonatos incluidos (26.7%) y
confirmaron sepsis en 11 (73.3%) con clinica de sepsis. Con IC de: 0.63-0.99. El
limite 6ptimo de corte para lactoferrina fue <1.2 Ig/ml con una sensibilidad del100%
y especificidad de 81.8%%):

Otra de las patologias presentadas en este grupo de edad, donde también tiene
efecto benefico la lactoferrina, es la enterocolitis necrotizante, que como sabemos
la prematurez es un factor de riesgo para desarrollarse por la inmadurez del sistema
gastrointestinal ademas de la presencia de bacterias e inflamacion del mismo,
contribuye al desarrollo de esta patologia, hasta llegar incluso a choque séptico y
muerte y se ha visto que la administracion de lactoferrina via oral de forma

profilactica junto con lactobacillus, reduce su incidencia®?

1.3 EPIDEMIOLOGIA.

A nivel mundial, en el afio de 2016, el 46% de todas las muertes de nifios
menores de 5 afios se produjeron en el periodo neonatal. 2,6 millones de nifios
murieron en el primer mes de vida, aproximadamente 7 000 muertes de recién
nacidos por dia. Un 75% de las muertes en los neonatos ocurren durante la primera
semana de vida. Dentro de las causas de muerte neonatal se encuentran los
nacimientos prematuros y con bajo peso al nacer, asfixia, traumatismo obstétrico
e infecciones, donde se incluye sepsis, neumonia y neuroinfecciones. Estas

causas representan el 80% del tipo de muerte en este grupo etario@®),
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De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica y Geografia, en el censo de las
principales causas de mortalidad por residencia habitual, grupo de edad y sexo del
fallecido, en los Estados Unidos Mexicanos, en el aflo 2016; se reportaron un total
de 24, 730 muertes en menores de un afo, de las cuales 12 641 fueron por ciertas
afecciones ocasionadas en el periodo perinatal y 5263 por trastornos respiratorios

en el recién nacido@”):

1.4. SEPSIS NEONATAL.

1.4.1 GENERALIDADES.

Actualmente se utiliza las definiciones derivadas de los consensos de pacientes
pediatricos y adultos, donde se estipula que debe estar presente datos de sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) como un requisito previo para cumplir
con los criterios para la sepsis. SIRS requiere de los siguientes parametros:
Recuento anormal de glébulos blancos (leucocitosis o leucopenia, o mas> 10% de
neutrofilos inmaduros, temperatura central anormal (> 38.5 ° 0 <36 ° C); mas
taquicardia o bradicardia, taquipnea o bradipnea. Con un foco infeccioso

sospechado o comprobado(!®:

Ganatra define que la sepsis neonatal con bacteremia es aquella acompafiada de
compromiso hemodinamico y respuesta sistémica de infeccion. Como ya se
menciono, sepsis es la pricipal causa de mortalidad en el neonato, los signos
clinicos que se presentan no son especificos: letargo o irritabilidad, intolerncia a la
via oral, vomitos, ictericia, problemas respiratorios, apnea, fiebre o hipotermia e

incluso distermia®9-
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La sepsis neonatal es una infeccion sistémica que ocurre en los RN. La cual se
clasifica de acuerdo a su inicio en: sepsis neonatal temprana (SNTe), que ocurre
menor a las 72 horas de vida. La sepsis neonatal tardia (SNTa) inicia de los 3 a 7
dias de vida®®:

1.4.2. FACTORES DE RIESGO PARA SEPSIS NEONATAL.

La SNTe se debe a via de transmision transplacentaria, ascendente o intraparto. En
la SNTa es por transmisién horizontal, dada en el hogar, comunidad o en el hospital,

después del 3er dia de vida®@b-

Dentro de los factores de riesgo para SNTe se encuentra: factores maternos como
dieta con alimentos contaminados (Listeria Monocytogenes), procedimientos
durante el embarazo; como cerclaje o amniocentesis, que interrumpen la cavidad
amnidtica. Durante el trabajo hay factores de riesgo como la ruptura prolongada de
membranas (ruptura de membranas mayor a 18 horas), fiebre, colonizacién vaginal
por estreptococos del grupo B y bacteriuria, corioamnioitis. Un control prenatal
inadecuado, mal nutricion materna, abuso de sustancias toxicas en el embarazo y
la etnia también esta involucrados como riesgo. La prematuridad, bajo peso al
nacer, anomalias congénitas, parto instrumentado, test de APGAR con puntaje bajo,
sexo masculino son factores mas frecuentes que condicionan al neonato a presentar
SNTe por el sistema inmune neonatal disminuido o inmaduro ya que hay
disminucién de IgG materna entre otras. La funcion de barrera de piel y mucosa
estan disminuidas. Otro factor son los procedimientos Invasivos por via intravenosa

o intubacion®9-
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1.4.3. INCIDENCIA DE SEPSIS NEONATAL.

Wynn en el 2016 publico un estudio sobre la incidencia de sepsis en los EU
refiriendo que el grupo mas vulnerable son los nacidos prematuros, los que
experimentan la mayor incidencia y mortalidad entre todos los grupos de edad. El
36% de los RN antes de las 28 semanas de gestacién presentaron al menos un
episodio de infeccién del torrente sanguineo durante su hospitalizacion con hasta el
50% de mortalidad asociada. Comparado con el neonato de término, la sepsis en
prematuros es hasta 1000 veces mas comun lo cual se asocia con mayores tasas
de mortalidad y discapacidad del neurodesarrollo a lo largo de la vida. Se estima
qgue el 11% de los 135 millones de nacimientos ocurridos en todo el mundo antes
de las 37 semanas de gestacion han aumentado de forma considerable,
especialmente en paises desarrollados®- La sepsis es un problema particular en
RN de bajo peso al nacer (peso al nacer <1500 g); La SNTe ocurre en
aproximadamente en 1,5% y la SNTa en aproximadamente el 21% de los nifios con
muy bajo peso al nacer. En México, la sepsis bacteriana del RN es la segunda causa

de muerte (12,3%), en pacientes de uno a seis dias de vida®?

La sepsis neonatal es la primera causa de hospitalizacion en nuestro nosocomio, y
segunda causa de mortalidad seguida de la prematuridad. En el afio 2017,
ingresaron 281 RN, de los cuales 121 fueron casos de RN con sepsis neonatal, es

decir, 43% de los ingresos de ese afio.

1.4.4. ETIOLOGIA DE SEPSIS NEONATAL.

La sepsis neonatal es causada por diferentes microorganismos, ya sean bacterias,
virus u hongos (principalmente levaduras). Las bacterias mas comunes asociadas
a SNTe: Estreptococcus Agalactiae y la Escherichia Coli, otras bacterias que la

causan y que son adquirida por via transpacentaria es la Listeria Monocytogenes,
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Haemophilus Influenza y bacilos gram negativos. De los hongos la mas comudn

asociada en la Candida spp®®)

Las bacterias que causan SNTa, son las mismas de sepsis temprana mas otra
etiologia en pacientes hospitalizados en unidad de cuidados intensivos neonatales
son los estafilococos coagulasa negativa. Se encuentra asociacién con
Staphylococcus Aureus y RN con acceso vascular (catéteres). Otros agentes
causantes: de sepsis de inicio tardio son Streptococcus pyogenes, Neisseria
gonorrhoaea, Enterococcus fecalis. Como agentes etiolégicos de la comunidad son

Streptococcus Pneumoniae®3)

Dentro de la etiologia viral, los virus mas comunes son el herpes virus y enterovirus,
de afectacion para sepsis tardia. Las infecciones asociadas a virus de herpes tinen
mayor morbimortalidad asi como por enterovirus que suelen asociarse a
meningoencefalitis, miocarditis y hepatitis. Los hongos, estan implicados en
infecciones sistémicas adquiridas en hospitalizaciones prolongadas, sobre todo en
prematuros. Siendo la Candida spp la tercera causa mas comun de sepsis neonatal

en RN de bajo peso al nacer (menor a 1500gr)®@4-

1.4.5. DIAGNOSTICO DE SEPSIS NEONATAL.

El diagndstico clinico de sepsis neonatal, es complicado debido a que los signos de
sepsis son inespecificos. Aungue un examen fisico sea normal, no es garantia de
gue la sepsis no esté presente, ya que hay bacteriemias en ausencia de signos
clinicos. (23) se confirma por examenes de laboratorio mediante cultivos donde se
aisla el agente causal en sitios estériles como sangre, liquido cefalorraquideo, orina,

liquido pleural, liquido sinovial, liquido peritoneal. Un método diagndstico muy
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utilizado son los glébulos blancos, recuento de neutrdfilos absolutos e inmaduros y
relacibn de bandas neutrofilos (proporcion mayor de 0.2 sugiere infeccion
bacteriana). Otros métodos diagnésticos son la proteina C reactiva, procalcitonina,
marcadores como liquido amnidtico, citocinas como interlucina 6, 8 y factor de

necrosis tumoral alfa, marcadores de superficie celular®®-

1.4.5. TRATAMIENTO.

En cuanto al tratamiento la opcién mas comun de antibiético es la combinacion de
una bencilpenicilinan dirijido a germenes gram + y un aminoglucosido para
germenes gram -; esquema en paciente con SNTe. En los casos de SNTa hay
diferentes esquemas ya que al agente etiologico es diferente, dentro de los
antibidticos a utilizar se encuentran las cefalosporinas de tercera generacion o
meropenem, mas un aminoglucoésido o vancomicina. La duracion va encaminada al
tipo y gravedad de infeccidn, en el caso de que el RN solamente presente sepsis y
una infeccion no grave la duracion del antibiético es de 10 a 14 dias, en caso de
padecer una neuroinfeccién, como meningitis el esquema antibiético se extendera

a 21 dias®-
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CAPITULO 2. PLANTAMIENTO DEL PROLEMA

¢Cuéles son los niveles plasméticos de lactoferrina en neonatos con y sin
manifestaciones clinicas de sepsis neonatal temprana en el Hospital Civil de

Culiacan?
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La sepsis neonatal es una patologia que se presenta con frecuencia del 11% de
por 135 millones de Rn antes de las 37 semanas de gestacion en los Estados
Unidos, con una incidencia de 1 a 2 por cada 1000 RN, asi como de 2.2 a 9.8 por
cada 1000 RN en paises en vias de desarrollo. En el Hospital Civil de Culiacan en
el afio 2017 se ingresaron al servicio de neonatologia 281 RN, de los cuales 121
fueron casos de RN con sepsis neonatal, es decir, 43% de los ingresos de ese
afio. La importancia de esta patologia y su manejo es su alta mortalidad, con una
frecuencia de 30-50%. En México representa la segunda causa de muerte (12,3%),
en pacientes de uno a seis dias de vida. En un UCIN es una de los principales
motivos de ingreso hospitalario; el tratamiento consiste en antibioticos dirigidos
contra los microorganismos que la provocan, cubriendo gérmenes Gram positivos
y Gram negativos, con bencipenicilina y aminoglucésidos, respectivamente. En
época reciente se ha estudiado el papel de lactoferrina, una proteina fijadora de
hierro, presente en diversos fluidos corporales, la cual tiene gran importancia en el
sistema inmunologico, encontrandose dentro de los neutréfilos, con funcion
moduladora natural inmunoldgica, con efecto bacteriostatico y bactericida, asi
Ccomo proporcionar proteccion contra agentes extrafios y metabolitos por medio de
la fagocitosis y adherencia celular, asi como la liberacion de citocinas

proinflamatorias.

Existen estudios y revisiones sistematicas donde se administra la lactoferrina via
oral a neonatos de bajo peso al nacer como profilaxis de enterocolitis necrotizante,
asi como se observa disminucion de la presentacion de sepsis heonatal tardia. Sin
embargo, existen pocos estudios sobre niveles plasmaticos de lactoferrina en
neonatos para sospecha o sepsis neonatal confirmada; y no hay estudios donde
se comparé los niveles plasmaticos de lactoferrina en el RN con y sin

manifestaciones clinicas de sepsis neonatal temprana.
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En el Hospital Civil de Culiacan el motivo de ingreso mas frecuente en el area de
neonatologia es sepsis neonatal temprana, por lo que se realizara un estudio de
medicion de lactoferrina para conocer cual es su valor normal y rango como
marcador de sepsis neonatal en nuestro medio, ya que, al tener mas conocimiento
sobre esta proteina, se espera en estudios posteriores implementarla como

profilaxis de diversas patologias incluyendo sepsis neonatal.

Por lo que sera benéfico para los recién nacidos del Hospital Civil de Culiacan, y
en corto y mediano plazo este conocimiento se expandira y difundird. Por lo que
es importante y grato llevar a cabo este proyecto, en el cual tendremos beneficios

para los recién nacidos, sin poner en riesgo su salud.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS

En los recién nacidos con manifestaciones clinicas de sepsis neonatal temprana los
niveles plasmaticos de lactoferrina seran menores comparados con los recién
nacidos sanos.
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CAPITULO 5. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar los niveles plasmaticos de lactoferrina en los recién nacidos con
manifestaciones clinicas de sepsis neonatal temprana con los recién nacidos sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Medir nivel de lactoferrina plasmatica en recién nacidos sanos y con sospecha de
sepsis neonatal temprana.

- Comparar nivel plasmatico de lactoferrina en recién nacidos con y sin
manifestaciones clinicas de sepsis neonatal temprana.

- Determinar el punto de corte de los niveles de lactoferrina plasmatica, mediante
una curva ROC para el diagnostico de sepsis neonatal temprana.

- Comparar los niveles plasmaticos de lactoferrina en neonatos segun la edad de
acuerdo a las semanas de gestacion.

- Correlacionar los factores de riesgo prenatales que afectan a los niveles
plasmaticos de lactoferrina en recién nacidos con manifestaciones clinicas de sepsis
neonatal temprana.
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CAPITULO 6. MATERIAL Y METODOS

A). - DISENO DE ESTUDIO.

Encuesta transversal. Estudio observacional, comparativo.

B). - UNIVERSO DEL ESTUDIO.

Fueron incluidos todos los neonatos que presentaron manifestaciones clinicas de
sepsis neonatal temprana, en el servicio de neonatologia del Hospital Civil de
Culiacan, asi como cumplieron con los criterios de inclusion. Se comparo con un
grupo de neonatos sanos del mismo hospital los cuales no presentaron datos de
respuesta inflamatoria sistémica que nacieron y cumplieron con criterios de

inclusion.

C). - LUGAR DE REALIZACION DE ESTUDIO.
El estudio se llevd a cabo en el Hospital Civil de Culiacan, en el servicio de
neonatologia el cual incluye areas de unidad de cuidados intensivos neonatales,

terapia intermedia neonatal, transicion neonatal, alojamiento conjunto.

D). - PERIODO DE TIEMPO DE REALIZACION.

Enero a diciembre del 2019.

E).- CRITERIOS DE INCLUSION

- Recién nacido menor a 7 dias de vida.
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- Recién nacido de 25 a 41 semanas de edad gestacional.
-Neonato de cualquier género (femenino, masculino).

- Recién nacido que presento alguna manifestacion clinica de sospecha de sepsis
neonatal temprana: Fiebre (Temperatura mayor a 38°c), hipotermia (temperatura
menor a 36.5°c), leucocitosis o leucopenia, polipnea o bradipnea, taquicardia o
bradicardia.

-Recién nacido que presento signos o sintomas de infeccion: Vomito, ictericia.

- Recién nacido que se encuentro en cualquier area del servicio neonatologia al

momento de presentar alguna manifestacion clinica de sepsis neonatal temprana.

- Recién nacido que no presento datos de respuesta inflamatoria sistémica y nazca

en Hospital Civil de Culiacan.

F). - CRITERIO DE EXCLUSION
- Que el paciente haya nacido en otra institucion y se haya trasladado a Hospital

Civil de Culiacan.

G). - CRITERIO DE ELIMINACION
- Recién nacido que haya presentado resultado dudoso en los niveles plasmaticos

de lactoferrina.

H). - ANALISIS ESTADISTICO.
Una vez recolectados los datos se procedio al vaciamiento de los mismos en una
base de datos del paquete estadistico IBM SPSS version 22.0 para su organizacion,

codificacion y andlisis estadistico. Se evalud la distribucién de las variables
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continuas con la prueba de Kolmogorov Smirnov e Histograma y si presento
distribuciéon normal se utilizararon medias y desviacion estandar (DE / +) o mediana
y rango intercuartilico [RIC (25-75)]. Para comparaciones de variables continuas con
distribucién normal, T de student para muestras independientes o U de Mann
Whitney. Para comparaciones en mas de 2 grupos ANOVA o prueba de Kruskal
Wallis. Para la comparacion de variables nominales prueba Ji cuadrada.
Sensibilidad, especificidad y area bajo la curva (curva ROC). Valores absolutos y
porcentajes, se considerara un p valor <0.05 como estadisticamente significativo.

. - TAMANO DE LA MUESTRA DEL ESTUDIO.

Una muestra de n=65 de grupo positivo (sepsis), n=65 del grupo negativo (sanos),
tienen un IC 95% para estimar el area bajo la curva ROC (AUC) con una precision
de 0.10. Se supone una AUC de 0.74, se us6 una prueba z bilateral. Se suponen

grupos con la misma desviacion estandar.

J). - ESTANDARIZACION DE INSTRUMENTOS DE MEDICION.

Obtencion de muestras

Las muestras se tomaron por puncién o catéter umbilical por el personal de
enfermeria a los pacientes neonatos que se encontraron en el Servicio de
Neonatologia del Hospital Civil de Culiacan y presentaron alguna manifestacion
clinica de sepsis neonatal temprana como; (temperatura mayor a 38°c), hipotermia
(temperatura menor a 36°c), taquicardia, bradicardia, polipnea o bradipnea (de
acuerdo a percentiles para la edad), leucopenia o leucocitosis (valores de acuerdo
a la edad), ictericia o vémito, se tomd una muestra de sangre en las primeras 10
horas de vida, en tubo microtainer con coagulante (1 ml), ademas se cont6 con un
grupo control que se encontraba en el area de alojamiento conjunto, a los cuales se
les tomo una muestra de sangre realizando mismo procedimiento antes de las 10

horas de vida. La muestra se centrifugo en la centrifuga marca Kitlab modelo Ck-
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8V, speed 3000 rpm en el laboratorio del Hospital Civil de Culiacan, posteriormente
se almacend a una temperatura de -20°C, hasta su procesamiento. Las muestras
se transportaron al Centro de Investigacion Aplicada a la Salud Puablica (CIASaP)
de la Universidad Autonoma de Sinaloa, en donde se cuantifico la lactoferrina por
medio el kit comercial: Bovine Lactoferrin ELISA Quantitation Set (Cat. No. E11-126)
proporcionados por Bethyl Laboratories.

Ensayo inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Esta técnica se llevd acabo utilizando el Kit comercial Bovine Lactoferrin ELISA
Quantitation Set (Cat. No. E11-126) proporcionados por Bethyl Laboratories
fabricado en Montgomery, TX. USA. Este kit se basa en uninmunoensayo en el cual
un antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima
capaz de generar un producto detectable, que en nuestro caso esta dirigido a
proteina lactoferrina en muestras de plasma. Los pasos seguidos para esta técnica
fueron los siguientes: se utilizd placas de 96 posos al cual se le afiadié 100 ul de
anticuerpo de recubrimiento diluido a cada pocillo, el fabricante recomienda que
cada estandar o muestra se debe realizar por duplicado, lo siguiente es incubar a
temperatura ambiente de (20-25°C) durante 1 hora, después se lava la placa 5
veces con 200 ul de solucion de lavada con, se afiade 200 pl de solucién de bloqueo
a cada pocillo e incubar durante 30 minutos, lavar placa con 200 ul de solucion de
lavado, afadir 100 pl de los respectivos estandares y muestras a los pocillos,
incubar a temperatura ambiente durante 1 hora, se lava la placa con 200 pul de
solucion de lavado, se afiade 100 pl de anticuerpo diluido de deteccién de HRP a
cada pocillo se incuba a temperatura ambiente durante 1 hora, se lava con 200 pl
de solucion de lavado, afiadimos 100 pl de solucién de sustrato TMB a cada pocillo
dejando la placa en la oscuridad total a temperatura ambiente durante 15 minutas,
después detener la reaccion afiadiendo 100 pl de solucién de paro a cada pocillo y

medir la absorbancia en un lector de placas con un filtro de 450 nm.
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Preparacion de estdndares

Este es un procedimiento que se realiza con soluciones conocida del fabricante
para demostrar que los reactivos se encuentran en una condicién adecuada para

usarse, la técnica nos menciona que preparemos 8 tubos en el que cada uno

forma un punto en una curva:

Estandar ng/ml RC10-126-7 Dilucion
(1 mg/ml Lactoferrina) Simple

1 500 5l 10 ml

2 250 500 pl para estandar 1 500 pl

3 125 500 ul para estandar 2 500 pl

4 62.5 500 pul para estandar 3 500 pl

5 31.25 500 ul para estandar 4 500 pl

6 15.625 500 ul para estandar 5 500 pl

7 7.8 500 pul para estandar 6 500 pl

8 0 Blanco 500 pl

Analisis de datos:

Una vez recolectados los datos se procedera al vaciamiento de los mismos en la

base de datos SPSS V22 para su organizacion, codificacion y analisis estadistico.

L). - VARIABLES DE ESTUDIO, CON SU DEFINICION OPERACIONAL Y
ESCALAS DE MEDICION.

Variable Definicion Indicador donde | Tipo de variable Unidad de
conceptual se tomé la por naturaleza medida o
informacion del categoria
dato
Sexo Condicién biolégica Caracteres Cualitativa Masculino.
gue define al ser sexuales. nominal. Femenino.
humano en hombre
0 mujer.
Edad Periodo Test de valoracion Cuantitativa Semanas de
gestacional comprendido entre de edad nominal. gestacion.
la concepcion y gestacional
nacimiento de Capurro o Ballard.
neonato.
Peso al Peso del bebé Expediente clinico. Cuantitativa Gramos.
nacimiento inmediatamente continua.
después al
nacimiento.
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APGAR 1 Test que se realiza | Expediente clinico. Cuantitativa Puntaje 0 a 10.
minuto en el bebé al continua. 7-10:Buenas
minuto de vida, condiciones.
para valorar su 4-6:Malas
estado de salud condiciones.
general. <3:
Emergencia.
APGAR 5 Test que se realiza | Expediente clinico. Cuantitativa Puntaje 0 a 10.
minutos en el bebé alos 5 continua. 7-10:Buenas
minutos de vida, condiciones.
para valorar su 4-6:Malas
estado de salud condiciones.
general. <3:
Emergencia.
Edad materna Edad cronolégica Expediente clinico. Cualitativa
de afios cumplidos Continua. <19 afios.
por la madre, en el 20-34 afios.
momento del <35 afios.
embarazo.
Control Acciones o Expediente clinico. Cuantitativa -Citas de
prenatal procedimientos, nominal. control prenatal.
sistematicos o -Ingesta de
periddicos, hematinicos.
destinados ala -Realizacion de
prevencion, ultrasonido
diagnéstico y obstétrico.
tratamiento de los
factores que
podrian ocasionar
morbimortalidad
materno-fetal.

Paridad NUmero total de Expediente clinico. Cuantitativa Primigesta.
embarazos que ha Discreta. Multigesta.
tenido una muijer.

Via de Expulsién o Expediente clinico. Cualitativa Parto.

nacimiento extraccion nominal Cesérea.
completa del bebé
de la madre.
Ruptura Ruptura de saco Expediente clinico. Cualitativa Si.
prematura de amniédtico antes de nominal. No.
membranas iniciar el trabajo de
parto.
Infecciones Infecciones de la Expediente clinico. Cualitativa Si.
perinatales. madre que nominal. No.
transmite al feto.
Uso de Esteroide como Expediente clinico. Cualitativa Si.
esteroides inductor de nominal. No.
madurez pulmonar.
Enfermedad Cifras tensionales | Expediente clinico. Cualitativa Si.
hipertensiva en por encima de nominal. No.
el embarazo. 140/90 mmHg,
después de la
semana 20 de
gestacion, en
paciente
previamente
normotensa
Diabetes Diabetes que se Expediente clinico. Cualitativa Si.
gestacional desarrolla solo en nominal. No
el embarazo.
Lactoferrina Grupo de proteina Nivel sérico en Cuantitativa ng/ml
fijadora de hierro, neonatos. Continua.
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presente en fluidos
corporales.

Despredimiento

normoinserta

de placenta

Separacion parcial
o total de una
placenta no previa
de la decidua
uterina, ocurriendo
esto antes de la
expulsion fetal.

Expediente clinico.

Cualitativa
nominal

Si.
No.

Hipoxia
neonatal

Agresion producida
al feto o al recién
nacido por la falta
de oxigeno y/o la
falta de una
perfusion tisular
adecuada.

Expediente clinico.

Cualitativa
nominal

Si.
No.

Antibiéticos

Molécula natural
(producida por un
organismo vivo,
hongo o bacteria),
sintética o
semisintética,
capaz de inducir la
muerte o la
detencion del
crecimiento de
bacterias.

Expediente clinico

Cualitativa
nominal

Si.
No.

Sepsis

Complicacién en el
organismo que
produce una
respuesta
inmunitaria
desbalanceada y
anémala, frente a
una infeccion.

Expediente clinico

Cuantitativa

Si
No

Sepsis
neonatal

Situacion clinica
derivada de la
invasion y
proliferacion de
bacterias, hongos
o virus en el
torrente sanguineo
del recién nacido y
gue se manifiesta
dentro de los
primeros 28 dias
de vida

Expediente clinico

Cualitativa
nominal

Si.
No.

Hospitalizacion

Ingreso de una
persona enferma o
herida en un
hospital para su
examen,
diagnostico y
tratamiento.

Expediente clinico

Cualitativa
nominal

Si.
No.

Leucocitos

Glébulos blancos,
células incoloras
gue se encuentran

Ejecutoras de
respuesta
inmunitaria.

linfay en la sangre.

Expediente clinico

Cuantitativa
continua

/mma3.
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Neutréfilos

Son leucocitos de
tipo granulocito,
denominados

polimorfonucleares.

En infecciones
bacterianas se une
a sitio de
inflamacién

Expediente clinico

Cuantitativa
continua

%

Plaquetas

Pequefios
fragmentos
citoplasmaticos,
llamados
trombocitos, con
papel en
hemostasia 'y
factores de
crecimiento

Expediente clinico

Cuantitativa
continua

/Mm3.

Procalcitonina

Polipéptido de 116
aminoacidos.
Biomarcador

sensible a
infecciones graves.

Expediente clinico

Cuantitativa
continua

No/dl

Proteina C
reactiva

Proteina
plasmatica
circulante que
aumenta sus
niveles en
respuesta a
inflamacién o
infeccion.

Expediente clinico

Cuantitativa
continua

Ma/L
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CAPITULO 7. ASPECTOS ETICOS

El protocolo se someti6 a evaluacién y aprobacién por parte del Comité de
Investigacion y por el comité de ética del Centro de Investigacion y Ciencias de la
Salud (CIDOCS) del Hospital Civil de Culiacan para la aprobacion y firma del
consentimiento informado. Con ndmero de registro 287 del comité de investigacion
y numero de registro 023 por comité de bioética. Para salvaguardar la dignidad,
derecho y seguridad de los involucrados.

La investigacion corresponde a una investigacion con riesgo minimo para el
paciente, segun la Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud
de nuestro pais (CAPITULO | / TITULO SEGUNDO: De los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos). Cumpliendo las pautas éticas para investigacion
biomédica en seres humanos del consejo de organizaciones internacionales de las

ciencias médicas (CIOMS), pauta 17: Investigacion con nifios y adolescentes.

Mediante este estudio se pretende obtener la mejor evidencia sobre la cuantificacion
de niveles plasmaticos de lactoferrina en recién nacidos con manifestaciones

clinicas de sepsis neonatal temprana, del Hospital Civil de Culiacan.

Se trata de una poblacién vulnerable, ya que son pacientes recién nacidos, por lo
gue la investigacion tuvo un riesgo minimo, se dio a conocer la informacion a los
padres, mismos que dieron su consentimiento para incluir a sus hijos(a) en la
investigacion, la cual aporto diversos beneficios y nuevo conocimiento en este grupo
de pacientes. En el estudio hubo dos grupos de pacientes: Los recién nacidos con
manifestacion clinica de sepsis neonatal temprana, como fiebre (temperatura mayor
a 38°c), hipotermia (temperatura menor a 36°c), bradicardia, taquicardia, polipnea,
bradipnea (segun percentiles para la edad), asi como leucopenia o leucocitosis,
ictericia o vomito. Y el grupo de pacientes sanos, que son los recién nacidos de
alojamiento conjunto. Se les tom6 muestra por puncién o catéter umbilical, con
previa asepsia y antisepsia. No se atribuyo riesgo al recién nacido ya que la muestra
de 1 ml no altera lo que es la hemoglobina o hematocrito del paciente (provocando

anemia neonatal). Asi como por la técnica que se utiliza de asepsia y antisepsia, se
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previene infeccion. Se realizé la toma de muestra por personal de salud especialista
en el neonato, en una sola toma de muestra, con la finalidad de ocasionar minimo

dolor.

La razén por la que se aborda la sepsis neonatal temprana es por es una
enfermedad muy frecuente en el recién nacido, la cual aun presenta mortalidad de
hasta 30-50%, en estudios nuevos se ha logrado estudiar a la lactoferrina como una
proteina protectora en el sistema inmune, asi como hay diversos estudios donde se
observa incluso su papel como profilaxis y coadyuvante en el tratamiento de dicha
patologia.

Se obtuvieron los datos del expediente clinico, el acceso a ellos fue Unicamente por
parte del investigador. Se asigné un ID con numero a cada paciente y se utilizo para
el analisis estadistico. Se declaré no tener conflictos de interés, ya que fue una
investigacion en conjunto de Hospital Civil de Culiacan, donde se realizo una parte
del proceso, y quien de forma gratuita dio el grupo sanguineo a los recién nacidos
de grupo control. Por otra parte, el Centro de Investigacion Aplicada a la Salud
Publica (de la Universidad Autdbnoma de Sinaloa), proporciono los reactivos para
medicion de lactoferrina plasmatica y termind con el proceso de las muestras, por

lo que no tuvo ningun costo para los participantes.

Anexo 1. Flujograma.

Anexo 2. Consentimiento informado.
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CAPITULO 8. RECURSOS Y FINANCIAMIENTOS.

Se involucré en el desarrollo del presente protocolo a médico residente de
neonatologia de Hospital Civil de Culiacan, apoyo por parte de personal de
enfermeria a recoleccion de muestras. Quimicos de Hospital Civil de Culiacan para
centrifugar muestras. Ademas el mismo hospital proporcioné el grupo sanguineo a
los recién nacidos del grupo sano, el cual fue gratuito. El laboratorio del centro de
investigacion aplicada a la salud publica (de la Universidad Auténoma de Sinaloa),
proporciond los kit de lactoferrina y tambien ahi mismo se llevo a cabo la medicion
de niveles plasmaticos de lactoferrina, con fin totalmente cientifico y de
investigacion. Cabe sefialar que los recién nacidos que se incluyeron en el estudio,

lo hiceron sin generar ningun tipo de costo para sus padres.

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES:

Se verificé que fuera

Se identifico en las primeras 10

neonatos con Ssin

Si es del grupo sano
se verifico el mismo

horas de vida - :
SRIS. sintomas. tiempo de vida
. Se tomo6 muestra
o Se llevo muestra a por personal de
Se centrifugd laboratorio de enfermeria
muestra y congelo Hospital Civil de
Culiacan. _ 1 mlentubo
microtainer amarillo
Se trasladd en El laboratorio de

investigacion UAS

hielera tubos con < Y
realié la medicion de

plasma centrifugado
ycongeladoa | =~ | lactoferina

h Bovine lactoferrin
laboratorio UAS. ELISA

Analisis estadistico
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CAPITULO 9. RESULTADOS

Se obtuvo una muestra de 203 recién nacidos, de los cuales 101 fueron con
sospecha de sepsis neonatal temprana de la sala de cuidados intensivos neonatales
y 102 recién nacidos sanos de alojamiento conjunto. A todos se les tomo una
muestra de 1 ml de sangre en tubo microtainer y fue procesado bajo el método ya
descrito.

Del grupo de sospecha de sepsis neonatal se eliminaron 12.1%(n=12) por muestra
insuficiente y dificultad para para procesar, ya que no fue capturada por la técnica.
Del grupo de recién nacidos sanos se eliminaron 5.1% (n=5), por mismo motivo. La

muestra final de 89.8% (n=89) recién nacidos enfermos y 98.9% (n= 97) sanos.

En el cuadro 1 se describe las caracteristicas de los pacientes estudiados. El sexo
masculino fue el mas prevalente en los dos grupos. En el grupo con sospecha de
sepsis el 60% (n=54), y en el grupo control 53.6% (n=52), sin diferencia estadistica
significativa p 0.378. Se observé diferencia estadistica en las semanas de edad
gestacional, en el grupo con sospecha de sepsis el promedio fue 37.12 + 2.83, en
el grupo control 39.2 + 1.14 semanas, p 0.000. El peso al nacimiento en el grupo de
casos media de 2929 gr £ 761.96, con una media de 3433 gr £ 457.02 del grupo de
sanos, P estadisticamente significativa p 0.000. La puntuacion APGAR al minuto 1,
tuvo significancia estadistica, con media de 7.99 + 0.10 en grupo de recién nacidos
sanos y de 7.48 £1.39 en grupo de recién nacidos con sospecha de sepsis neonatal
temprana, con p 0.000. En el APGAR a los 5 minutos se observo diferencia
estadistica significativa p 0.032, la media en el grupo de enfermos 8.80 + 0.914, con
media en grupo control de 9 + 0.00. En la edad materna no se observé diferencia
estadistica p 0.067, edad promedio de 25,68 + 7.44 en grupo de pacientes con
sospecha de sepsis neonatal, y media de 23.87 = 5.95 en grupo de recién nacidos
sanos. Se observa en el numero de consultas de control prenatal un promedio de
6.87 + 2.46 en el grupo de controles y un promedio de 6.63 + 3.22 en grupo de
casos, sin significancia estadistica p 0.579. El nUmero de gestas no hubo diferencia

estadistica p 0.518, con promedio de 2.22 + 1.50 en grupo de sanos y un promedio
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de 2.34 +1.16 en grupo de enfermos. En la via de nacimiento tuvo prevalencia la via

cesérea en los dos grupos, con p 0.572, sin significancia estadistica, con 53.3%

(n=48) del grupo de enfermos y 52.6% (n=51) en grupo de pacientes sanos.

Cuadro 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con sospecha de sepsis
neonatal temprana y sanos.

(Media, DS)

SANOS SOSPECHA DE
VARIABLE SEPSIS NEONATAL P
TEMPRANA.
Sexo
n (%) Masculino 52 (53.6) Masculino 54 (60) 0.378
Femenino 45 (46.4) Femenino 35 (40)
Edad 39.2 (1.14) 37.12(2.83) 0.000
(Media, DS)
Peso 3433 (457.02) 2929(761.96) 0.000
(Media, DS)
APGAR 1 7.99 (0.10) 7.48 (1.39) 0.000
(Media, DS)
APGAR 5 9 (0.00) 8.80 (0.914) 0.032
(Media, DS)
Edad materna 23.87 (5.95) 25.68(7.44) 0.67
(Media, DS)
NUmero de consultas 6.87 (2.46) 6.63 ( 3.22) 0.579
(Media, DS)
Paridad 2.22 (1.50) 2.34 (1.16) 0.518
(Media, DS)
Parto 46 (47.4) Parto 42 (46.7)
Via de nacimiento Cesérea 51 (52.6) Cesérea 48 (53.3) 0.572
n(%o)
Ruptura prematura de
membranas 1.01 (0.22) 0.78 (0.49) 0.000
(Media, DS)
Infeccién perinatal 0.84 (0.37) 0.79 (0.43) 0.437
(Media, DS)
Enfermedad 0.03(0.17) 0.06 ( 0.23) 0.408
hipertensiva
(Media, DS)
Diabetes gestacional 0.03 (0.17) 0.18 (0.38) 0.001
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Diagrama de flujo 1.

Total de muestra

203

Enfermos
101

Pacientes
eliminados

n=12 (12.1%)

Sanos 102

Pacientes
eliminados

n=5 (5.1%)

Pacientes con cuantificacion
lactoferrina plasmatica con
sospecha de sepsis neonatal
temprana:

M n= 54 (60%)

F n=35 (40%)

Pacientes con cuantificacion
lactoferrina plasmatica sanos:

M n=52 (53.6%)
F n=45 (46.4%)
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La variable lactoferrina no tuvo una distribucion normal mediante la prueba de
Kolmogorov Smirnov (p=0.000) e histograma figura 1, por lo tanto, para el andlisis
estadistico de los datos se utilizd estadistica no paramétrica.

60

Frecuencia

0o 100.00 200.00 300.00 400.00 500.00

Lactoferrina en plasmangimL

Figura 1. Distribucion no normal de lactoferrina.

La mediana de lactoferrina en el grupo de recién nacidos con sospecha de sepsis
fue de 23.51 ng/mL, RIC 2.3-55.95 ng/mL y en el grupo de recién nacidos sanos la
mediana Lf fue 77.69 ng/mL, RIC 39.30-117.63, con diferencia estadistica
significativa, p 0.000. Figura 2.
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Recien nacido sano Sospecha de sepsis neonatal

Figura 2. Mediana de lactoferrina en grupo de recién nacidos con sospecha de

sepsis y recién nacidos sanos.

El mejor punto de corte para Lf fue de 20,55ng/mL, el area bajo la curva fue 77.8%

con IC 95% 67.9-87.6% con diferencia estadistica significativa p 0.000. Figura 3.

Curva COR

08 IR

06

Sensibilidad

04

02

0o 0z 04 0.6 0.8 1.0
1 - Especificidad
Figura 3. Curva ROC de lactoferrina.
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La sensibilidad observada fue 73.5%, IC 95% 58.7-88.35%; especificidad 92.72%,
IC 95% 85.86-99.59. Valor predictivo positivo (VPP) 86.20%, IC 95% 73.65-98.75 y
valor predictivo negativo (VPN) 85.0%, IC 95% 75.96-94.0. El cociente de
probabilidad positivo fue de 10.11, IC 95% 3.8-26.53 y el cociente de probabilidad
negativo 0.28, IC 95% 0.161-0.504.

Cuadro 2. Tabla de contingencia de pacientes con y sin sepsis neonatal temprana.

Recién nacidos con sepsis Rn sin sepsis.
< 20.5 ng/dl 25 4
>20.5 ng/dl 9 51
34 55

Cuadro 3. Eficacia de valores menores de 20.5ng/ml de lactoferrina en recién
nacido con sepsis neonatal temprana.

Sensibilidad 73.5% IC 95% 58.7-88.35
Especificidad 92.72% 1C 95% 85.86-99.59
Valor predictivo positivo 86.20% IC 95% 73.65-98.75
Valor predictivo negativo 85.00% IC 95% 75.96-94.00
Cociente de probabilidad positivo 10.11, IC 95% 3.8-26.53
Cociente de probabilidad negativo 0.28, IC 95% 0.161-0.504

No se observé diferencia estadistica en los niveles plasmaticos de Lf en el grupo de
recién nacidos con sospecha de sepsis de acuerdo a la edad gestacional, p= 0.058.
Figura 4. En el cuadro 4 se observa los grupos por semanas de edad gestacional
del grupo de enfermos, con numero de pacientes, porcentaje y promedio de

lactoferrina por grupo.
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Semanas de edad gestacional

Figura 4. Niveles plasmaticos de lactoferrina por grupos de edad en recién nacidos
con sospecha de sepsis neonatal temprana.

Cuadro 4. Grupos por semana de edad gestacional, por nimero y porcentaje de
cada uno. Asi como promedio de lactoferrrina,

SEMANAS DE N (%) PROMEDIO

GESTACION LACTOFERRINA
30-32 10 (11.2) 36.05
33-35 15 (16.8) 57.73
36-38 28 (31.4) 36.52
39-41 36 (40.4) 50.86

No se observo diferencia estadistica en los niveles de Lf plasmética en el grupo de

recién nacidos sanos de acuerdo a la edad gestacional, p= 0.336. Figura 5.
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Figura 5. Niveles plasmaticos de lactoferrina por grupos de edad en recién nacidos
sanos.

La correlacion fue negativa, entre los niveles de procalcitonina y los niveles de
lactoferrina, en los recién nacidos del grupo de sospecha de sepsis donde a valores
mas altos de procalcitonina presentaron niveles plasmaticos mas bajos de
lactoferrina plasmatica. Fue estadisticamente significativa, p=0.000. Con Rho de

Spearman de 0.46. Figura 6.
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Figura 6. Cociente de correlacion de Spearman de los niveles de procalcitonina y
lactoferrina plasmatica.
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No se observo correlacion entre los valores absolutos de neutrofilos y los niveles de

lactoferrina plasmatica en los recién nacidos del grupo de sospecha de sepsis,

p=0.339. Figura 7. En el cuadro 5 se observa porcentajes, media, desviacién

estandar, mediana y RIC de leucocitos, neutréfilos, proteina C reactiva, lactoferrrina,

procalcitonina, del grupo de enfermos el cual se dividi6 en sospecha de sepsis

neonatal temprana y en sepsis confirmada.
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Figura 7. Cociente de correlacién de Spearman, de valores de neutrofilos
absolutos y lactoferrina,

Cuadro 5. Caracteristicas de las variables con y sin sepsis neonatal temprana.

Sospecha de sepsis | Sepsis confirmada P
(n=55) (n=34)
Sexo, n (%) Masculino 35 (63.6) Masculino 18 (52.9) 0.395
Femenino 19 (34.5) Femenino 16 (47.1)
Nacimiento, n (%) Parto 28 (50.9) Parto 13 (38.2) 0.244

Cesarea 27 (49.1)

Cesarea 21 (61.8)
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Ruptura prematura de

membrana, n (%)

No 46 (83.6)
Si 9 (16.4)

No 18 (52.9)
Si 16 (47.1)

0.002*

Leucocitos media (DE) 16549.3 (5780.3) 16652.7 (8307.9) 0.946
Neutrdfilos absolutos media 10526.9 (5240.6) 10692.2 (6423.6) 0.897
(DE)

Plaguetas media (DE) 249111.1 204575.7 (59712) 0.007*

Proteina C reactiva 1.52 (7.4) 2.1(5.1) 0.658

media (DE)
Procalcitonina ng/mL 1.27 (0.45-3.56) 14.11 (10.9-27.1) 0.000**
mediana (RIC)

Lactoferrina ng/mL 44.8(15.1-82.1) 3.76(0.00-24.1) 0.000**

mediana (RIC)

+ XZ Pearson, *t de student para muestras independientes, **U de Mann W hitney
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CAPITULO 10. DISCUSION

En la actualidad existen diversos estudios de lactoferrina y sus funciones, como se
observa en el estudio de Venkatesh M.P. et al en la revision sistemética de
Cochrane de 2010 y en la revisién sistématica del afio 2017 por Sharma 2 ©, Es
conocido que la lactoferrina es inversamente proporcional a las semanas de edad
gestacional, asi como el recién nacido se caracteriza en tener un nivel mas alto
respecto al del adulto, segun se menciona en el estudio realizado en el afio de 2016
“niveles plasmaticos de lactoferrina en recién nacidos pretérminos 9. La
lactoferrina se encuentra en diversos fluidos corporales, asi como en el neutréfilo;
siendo el fluido de mayor concentracion la etapa de calostro de la leche humana 9.
Diferente a lo que se pudiera esperar por el hecho de que en el paciente infectado
existe mayor cantidad de neutroéfilos y por ende lactoferrina, existen estudios donde
se observa la respuesta favorable en los recién nacidos enfermos a quienes se
administran suplemento con lactoferrina bovina oral en diversas patologias como
incluyendo sepsis neonatal . Sin embargo, se cuenta con escasa informacion de
los valores de niveles plasmaticos en el neonato enfermo. En el estudio que realizo
Decembrino en el afio de 2016 se observo que la cantidad de lactoferrina en el
recién nacido con sepsis neonatal es menor comparado con el recién nacido sano
(%), Lo siguiente difiere a la respuesta inmunoldgica del paciente adulto, ya que el
sistema inmune neonatal es inmaduro, presenta una desgranulacion similar, con
diferencia en la liberacién bactericida, proteina que aumenta la permeabilidad,
elastasa y lactoferrina, siendo inversamente proporcional a la edad gestacional. Se
presenta niveles altos de neutréfilos las primeras horas de vida y con similitud al
adulto a las 72 horas de vida. Siendo normal en el paciente mayor de 28 semanas
de gestacién valores de neutréfilos absolutos maximos de entre 25-28 000 cel/ml en
las primeras 24 hrs, asi como niveles de hasta 40 000 cel/ml en neonatos < 28

semanas de edad gestacional, como lo menciona Lawrence et al en el afio 2017 @5,
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En nuestro estudio se obtuvo como resultados niveles mas bajos de lactoferrina en
los recién nacidos con sospecha de sepsis neonatal, respecto a los recién nacidos
sanos. Un valor de lactoferrina menor a 20.55 ng/ml, mostré una p estadisticamente
significativa P 0.000, con la correlacion de Rho de Spearman mala de lactoferrina 'y
procalcitonina, ya que se tuvo como resultado 0.46, la Rho perfecta tiene valor a 1,
excelente de 0.9 a 1, buena de 0.8-0.9, regular de 0.5 a 0.8, mala menor de 0.5. Sin
embargo, se observé una curva ROC de 77.8%. Con una buena sensibilidad de
73.5% con IC 95% 58.7-88.35%, con adecuada especificidad de 92.72%, 1C 95%
85.86-99.59. Se observé un VPP 86.20%, IC 95% 73.65-98.75 y un VPN 85.0%, IC
95% 75.96-94.0. Con cociente de probabilidad positivo de 10.11, IC 95% 3.8-26.53
y el cociente de probabilidad negativo 0.28, IC 95% 0.161-0.504.

Los existentes estudios donde se menciona niveles de lactoferrina por edad la
medicion se realiza en mcg/ml, por la técnica utilizada en nuestro estudio, por
método de ELISA, el resultado se establece en ng/ml. Se utilizé un kit para
lactoferrina bovina ya que finalmente, los resultados que arroja el kit empleado son
similares a los de lactoferrina humana, ya que entre ambas lactoferrinas existe una
homogeneidad del 70%, asi como los anticuerpos a los que va dirigida son
policlonales. Con los resultados obtenidos, se apoya a realizar un estudio en un
futuro, donde se administre suplementacion con lactoferrina bovina para la

prevencion de las enfermedades infecciosas.

CAPITULO 11. CONCLUSION.

Los niveles séricos de lactoferrina plasmatica, podria ser un marcador con buena

sensibilidad y especificidad para realizar diagnéstico de sepsis neonatal temprana.
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ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN UN PROYECTO DE
INVESTIGACION
Universidad Auténoma De Sinaloa
Centro de Investigacién y Docencia en Ciencias de la Salud
Hospital Civil de Culiacan

Este formulario de Consentimiento Informado se dirige a los padres de los recién
nacidos que son atendidos en el Centro de Investigacion y Docencia en Ciencias de
la Salud y Hospital Civil de Culiacan y que se les invita a participar en la
Investigacion titulada:_Cuantificacion de niveles plasmaticos de lactoferrina en
recién nacido con sospecha de sepsis neonatal temprana.

NOMBRE DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL:_Dra. Claudia Jazmin Gamez

Escérreqga.
NOMBRE DE LOS INVESTIGADORES ASOCIADOS: Dr. Jesus Javier Martinez

Garcia, Dra. Nora Selene Martinez Félix, Dr. Adrian Canizalez Roman.

PARTE 1: INFORMACION

Yo soy la dra. Claudia Jazmin Gamez Escarrega, residente de neonatologia de
quinto afilo del Hospital Civil de Culiacan. Estamos investigando sobre niveles
plasmaticos de lactoferrina, la cual es una proteina que se encuentra en la sangre
del recién nacido con sospecha de sepsis neonatal temprana (infeccion). Le voy a
dar informacion e invitarle a participar, de decidirse, puede hablar con alguien que
se sienta comodo sobre la investigacion.

Puede que haya algunas palabras que no entienda. Por favor, me detiene segun le
informo para darme tiempo a explicarle. Si tiene preguntas después, puede
preguntarme a mi o a otros miembros del equipo de investigadores.

La sepsis neonatal es una enfermedad comun y con alta mortalidad en el recién
nacido, se trata de una infeccion, la cual el manejo es con antibiéticos, en unidad de
cuidados intensivos neonatales. Actualmente se ha estudiado sobre la lactoferrina,
una proteina del sistema inmunoldgico, y su importancia en el sistema de defensa,
por lo que se tomara niveles en sangre (plasma) en los recién nacidos, para
comparar los niveles en los recién nacidos con manifestaciones clinicas de sepsis
neonatal temprana (enfermos) y en los recién nacidos que no la presenten
(Pacientes sanos de alojamento conjunto/ maternidad).

En el caso de aceptar participar en el estudio, su hijo(a), formara parte de alguno de
los siguientes grupos:

- Grupo enfermos: Se tomara una muestra sanguinea de 1 ml antes a las 10 horas
de vida en los recién nacidos que presentan datos de infeccidn (sospecha de sepsis
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neonatal temprana) como latido cardiaco elevado, aumento de frecuencia
respiratoria, dificultad respiratoria, fiebre (temperatura del cuerpo aumentada),
hipotermia (temperatura del cuerpo baja), vémitos, coloracién amarilla de piel. A
través de puncion o al momento de colocar catéter umbilical.

- Grupo sano: A los recién nacidos sanos que se encuentren en area de alojamiento
conjunto, se tomara muestra de sangre de 1 ml, a través de una pequefia puncion,
la cual se realizara con previo aseo.

El procedimiento consistira en tomar la muestra de sangre, de la forma antes
mencionada. La cual se llevara al laboratorio de Hospital Civil de Culiacan, donde
se procesard y congelara, para posteriormente, la muestra se transportara en
hielera, al Centro de Investigacion Aplicada a la Salud Publica (de la Universidad
Auténoma de Sinaloa), ubicada en la facultad de medicina, donde terminaremos el
proceso de la investigacion.

Estamos invitando e incluyendo a todos los recién nacidos que se encuentre en el
servicio de neonatologia del Hospital Civil de Culiacan. Usted puede elegir si
participara su hijo(a) o no. De aceptar que su hijo(a) participe, no generara ningun
costo. Y en el caso de que su hijo(a) sea del grupo de recién nacidos sanos, como
una forma de retribucion por contribuir en este proyecto, se le realizara de forma
gratuita grupo sanguineo de su recién nacido.

El estudio no tendra efectos secundarios ya que no se le administrara ningun
medicamento o sustancia a su hijo (a). Al participar en esta investigacion el riesgo
es minimo ya que la toma de muestra es de 1 ml, no afectara los niveles de
hemoglobina, es decir no causara anemia, asi como también al utilizar la técnica de
asepsia y antisepsia, estamos previniendo infecciones. Sin embargo el recién
nacido podréa sentir dolor, por lo que el personal de salud que realizara la puncion
para la toma de muestra, se encuentra altamente capacitado para atender a recién
nacido (especialistas), con la finalidad de dar un solo piquete para tomar la muestra
sanguinea.

Si usted participa en esta investigacion, es probable que nos ayude a encontrar una

respuesta a la pregunta de investigacion. Puede que no haya beneficio para la
sociedad en el presente estado de la investigacion, pero es probable que
generaciones futuras se beneficien.

No se dara ningun incentivo econdmico, es decir dinero por tomar parte en esta
investigacion. Es con fines totalmente cientificos.

Nosotros no compartiremos la identidad de aquellos que participen en la
investigacion. La informacion que recojamos por este proyecto se mantendra
confidencial. La informacion acerca de su hijo(a) que se recogera sera puesta fuera
del alcance y nadie sino los investigadores tendran acceso a verla. Cualquier
informacion acerca de su hijo(a) tendra un namero en lugar de su nombre. Solo los
investigadores sabran cual es su numero y se mantendra la informacion
confidencial. No sera compartida ni entregada a nadie excepto, a los investigadores.
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Su hijo(a) no tiene porqué participar en esta investigacion si ustedes padres no lo
desean y el negarse a participar no le afectar en ninguna forma el trato o atencion
médica en este Hospital. Es su eleccidn y todos sus derechos seran respetados.

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica en Investigacion del Centro de
Investigacién y Docencia en Ciencias de la Salud en el Hospital Civil de Culiacian, que es un Comité cuya
tarea es asegurarse de que se protege de dafios a los participantes en la investigacién. Si usted desea
averiguar mds sobre este Comité, contacte a la presidenta del Comité, 1a Dra. Martha Elvia Quifibnez Meza,
con direccién en Eustaquio Buelna No. 91, Col. Gabriel Leyva, teléfono 7132606 y 7137978 extension 19.
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PARTE 2. FORMULARIO DEL CONSENTIMIENTO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Universidad Auténoma De Sinaloa
Centro de Investigacién y Docencia en Ciencias de la Salud
Hospital Civil de Culiacan

TITULO DE LA INVESTIGACION:

Cuantificacion de niveles plasmaticos de lactoferrina en recién nacido con sospecha
de sepsis neonatal temprana.

He sido invitado a participar en una investigacién para contribuir al conocimiento
cientifico sobre una proteina involucrada en el sistema de defensa del recién nacido,
gue es de suma importancia, ya que una de las principales causas de muertes en
este grupo de edad, son las infecciones.

Se me ha informado de los riesgos, dentro de los cuales se encuentran dolor del
recién nacido al momento de puncion.

El médico me dio una explicacion clara y lei la informacion sobre la investigacion,
tuve oportunidad de hacer preguntas y mis dudas han sido resueltas. Acepto
voluntariamente que mi hijo(a) participe en este estudio y entiendo que tengo
derecho a retirarme de la investigacion, sin que mi hijo(a) pierda sus derechos como
paciente de este Hospital.

NOMBRE DE LA MADRE/ PADRE/ TUTOR DEL
PARTICIPANTE:

FECHA: (dia, mes, afio):

FIRMA:

NOMBRE DEL TESTIGO:

PARENTESCO:

FECHA: (dia, mes, afio):

FIRMA:

NOMBRE Y FIRMA DE QUIEN SOLICITO EL
CONSENTIMIENTO:
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