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INTRODUCCION

La septicemia neonatal es uno de los principales problemas
que afectan a la poblacién infantil, e influyen en gran medida
la morbimortalidad de los servicios de neonatologia. Por esto m
mo es de vital importancia el desarrollo de cualquier metodoloy
que pueda ayudar a detectar tempranamente dicho proceso y orie
tar el tratamiento inicial.

En el Hospital Roosevelt los exdmenes de laboratorio utilizc
dos para establecer el diagnostico de septicemia neonatal incluye
proteina C reactiva, hemograma con sedimentacién y cultivos
sangre, orina y liquido cefalorraquideo, presentando estos ultin
la desventaja de llevar mucho tiempo para conocer el resultado.
to hace que los neonatos sospechosos sean tratados antes de que
conozca el gérmen causal, lo que acarrea riesgos importantes en
que no tienen la enfermedad, debido a que el tratamiento predi
pone a la invasién de microorganismos y puede ocasionar
generacion de cepas resistentes.

El proposito del presente estudio es demostrar que el méto
de coloracion de Naranja Acridina, permite una mejor visualiz
cion de los microorganismos patégenos fagocitades, en el menor
tiempo posible, proporcionando una gran ayuda para el diagnés
co femprano de sepsis en comparacion con los exdmenes de labora
rio de rutina.

Para el efecto se estudiaron 50 recién nacidos de 0 a 28 dfF
con diagnostico de sospecha o riesgo de sepsis, a quienes se les ef
tuaron exémenes de laboratorio de rutina y ademés se examind
frote del estrato leucocitario con coloracién de Naranja Acridina
con los resultados se hizo un anadlisis comparativo.



Los fesu!fcdos obtenidos en nuestro trabajo reportan lo sigui

f.e: Superioridad de la Naranja Acridina sobre los examenes dgu:'e%
tina, por presentar una positividad de 42% y los cultivos de 24% ’

del total de los casos estudiados, ademas presentd una positi ?d :!
de 100% en pacientes con cultivos positivos. Tqmbiénpse dlerr: - Ir P
el ahorro de tiempo ya que sdlo se necesitan en promedio 15 n?'s i
tos para comprobar la infeccion, mientras la hematologia y pr :':9 ;
C’re.qchvc: necesitan un promedio de 4 horas y s6lo orienfy P ? di”“
nostico, y los cultivos un promedio de 3 dias. oo fn ot

OBJETIVOS

Conocer la utilidad que la naranja acridina tiene en el diag-
néstico y determinacion temprana de la bacteremia en el pe-
riodo neonatal.

Demostrar la especificidada, sensibilidad y certeza predicti -
va, y ahorro de tiempo de la naranja acridina en el diagnosti
co de sepsis neonatal, sobre los examenes de laboratorio de
rutina (hematologia, proteina C reactiva y cultivos de sangre
y liquido Cefalorraquideo).

Conocer que microorganismos son los mas frecuentemente en-
contrados en sepsis neonatal con éste método.

Establecer la importancia que tiene un diagnésfico precoz de
sepsis neonatal,, para mejorar la supervivencia de los recién
nacidos.




DEFINICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA

En nuestro medio, la sepsis neonatal es una patologia de alta
frecuencia, el recién nacido con su inmadurez al entrar a un nuevo
ambiente, es el méas susceptible de invasion répiday disemina-
cién de gérmenes a todos los brganos, siendo ésto la causa del al-
to grado de mortalidad en éste periodo de vida; donde juegan unpa
pel importante, factores maternos (infeccién), factores propios del
recién nacido (premadures) y factores ambientales (colonizacion bac
teriana diferente del neonato normal). (12,16,17,18) 3

No se dispone de datos estadisticos seguros, pero se estima -
que en el Hospital Roosevelt, en el servicio de Alto Riesgo, el indi
ce de mortalidad es de 13 por mil nacidos vivos en 1984, y del total
de muertes reportadas en el mismo afio, los casos de sepsis represen=

taron el 33%. (*)

La septicemia es documentada por uno o mas hemocultivos po
sitivos, durante las primeras semanas de vida y por un estado clini =
co no especifico que conlleva a sospechayla ayuda que nos brindan
los examenes de laboratorio es tardia e incompleta, existiendo ma=
yor peligro y peor prondstico para el neonato si el tratamiento se re

tira. (16,18)

Para determinar el pronéstico de vida de los neonatos con sep_
sis, hay tres factores importantes: 1) El diagnéstico precoz, 2) La
- dentificacion del agente causal, 3) El inicio répido de un frata-
miento especifico. En el recién nacido con sepsis neonatal ninguna
de estas condiciones se cumple a cabalidad. Por ser el diagnostico

(*) Cabrera, M. Gerardo, Datos estadisticos de neonatologia del
Depto. de Pediatria, Hospital Roosevelt, 1984,




etiologico la base de una manejo antimicrobiano adecuado e &

tante el desarrollo de métodos que permitan establecer el diqs ”PP?L
co iie manera temprana y especifica. Por ello se decidid invge:fo'mh
la tincion con Naranja Acridina para establecer su utilidad fem;?;r

pecnlCOS- I

: La Naranja Acridina es un colorante bdsico quimicament
rec:d'oao la acriflavina, es a la vez fluorescente y metacro 'f’e i
es Uhhzado'en el laboratorio para colorear especimenes ci?:wcil o
Su caracteristica es que colorea los acidos nucleicos de las ::::rl;lqs

somaticas, bacterias y otros micr i
T : oorganismos de naranja bri
cilitando su identificacion. (13,14,15) o b e

En u. LR E] -
A besi'e e:.;’rud:o se utilizo el colorante para la visualizacion di
) a de bacterias en el estrato leucocitario de la sangre periférica
e neonatos con sospecha o riesgo de sepsis.

REVISION BIBLIOGRAFICA

pS|S INEONATAL:

Sepsis se deriva del griego Septikos: que corrompe y Hoima:
Sepsis neonatal se refiere a la infeccion generalizada com
por uno o mas cultivos positivos en sangre, o d la condi-
de cualquier causa infecciosa en el primer mes de vida,

Sdn gl'e a
p-roboda
cion toxica

5 también a la enfermedad bacteriana en el perfodo neonatal que in
voluera una diseminacion hematogena y frecuentemente a meningitis,
sea cual sea su definicion todas conllevan al mismo fin, que es au-
mento en el indice de mortalidad de los neonatos.

(11,15,17)

Aproximadamente un 60% de los neonatos admitidos en las uni

dades de cuidados intensivos reciben antimicrobianos como parte de

en

10-

sumanejo; a pesar de esto, el porcentaje de sepsis se mantiene
3-5%, meningitis 1%, la “nfeccidn nosocomial comprende de
20%, pudiendo observar que abn se mantienen altos. (2,16)

Hay que tomar en cuenta que los cambios clinicos mds impor -
tantes, son sutiles y de gran variedad, por lo que el diagnostico tem
prano de la infeccion y determinacion de factores de riesgo mater =
nos y fetales adquieren vital importancia, juntamente con los méto-
dos para identificacion de la infeccion bacteriana, que son la ba-
se del diagnostico.

La expresidn clinica de la bacteremia no suele ser especifica
y asi el diagnéstico en vida depende sélo de sospecha, de esta ma=
nera se describen dos cuadros septicémicos que pueden ayudar un po
co: el primero de inicio femprano, el cual se adquiere in Otero o
durante el parto y se manifiesta en las primeras 48 horas de vida; el
segundo, que es de inicio tardfo, se adquiere por el medio ambien-
te manifesténdose en las setenta y dos horas después de nacido. (15

18)




Deben incluirse dos razones importantes para el diagnésti
?rec?’z‘z.de sepsis ne?rjcfolz 1) Las consecuencias severas gcie Ic:I c?n-
ch::::e:f:t;:\;oh;f'?n h.:m rap?c.lro' tomando en cuenta la edad;  2)

clinica inespecifica, por ser factores que predispo -

nen a una alta mortalidad y :
e A por no tener los med
diagnostico adecuado. (2) ios para hacer

un

ETIOLOGIA:

2 dC::n:o r:jo se dis;:or']‘r'o de agentes antimicrobianos en las pri-
adas de este siglo, fueron las bacteri
: cterias gram positiva |
que predominaban, Streptococcus : o au-
i pyogenes y Staphylococ
reus; despuées fueron el S. agalacti A %
_ S. agalactice (mayor de 40% d
guido por E. coli y S. aureus ( Foeln. e
E ’ us (en 25% de casos) e
dominar los coliformes ¢ wandieden s
- es gram negativo y concomitant 3
cimiento de enfermedades n i . SR mars
osocomiales con S. au P -
nas, Klebsiella y Enteroba = e oo
cter. A pesar de est i
i . P estos cambios tan marca
:3; y bruscos, la frecuencia por bacilos gram negativo ha permane~
cido constante en algunos hospitales. (11,15,18)
' 4

Act i ¢
e \:?Imegte en nuestro medio los gérmenes mas frecuentes son
% gativo (E. coli, Klebsiella y Pseudomonas), y gram positi
3. aureus y streptococos). ' "RE

o maf]ﬁit;sz;ofcoccu? ago-lochcre y E. coli son los agentes infecio-
kg Zs en la pn’mero semana de vida. El E. colj capsu -
- pl fyn produce aproximadamente el 80% de meningitis y cer=
e o de casos con bacteremia. El S. aureus y S. epidermisdis
— F

a menu i ‘ ut
do causan abcesos localizados, forunculosis, onfalitis y m
raramente bacteremia. (23) ' bk

PATOGENIA:

Lid, Dy

Ascendente, c) Intraparto.

La via transplacentaria es poco corriente y se comprueba por
bacteremia materna. A pesar de esto, se cree que hay microorganis
mos que atraviesan la placenta infectando al feto como lo son:  Lis-
teria monocytogenes que se observa en recién nacidos con sepsis—f;rﬂ

frecuentemente fulminante, acompafiandose de focos necroti
El Campylobacter
cual

prana y
cos nucleares extensos en el tejido placentario.
es transplacentario, pero no estd claro el mecanismo por el
El Treponema pallidum es transplacentario -

3,6,15,16)

atraviesa la placenta.
después de las 20 semanas de gestacion.

La infeccién ascendente es mas frecuente que la anterior y
ocurre cerca de la fecha de parto, como en el caso de corioamnioi-
tis; trabajo prolongado de parto y rupfura prolongada de membranas

son indicadores de ésta.

Cuando es intraparto ocurre durante el paso del feto por el
conducto del parto; este es el caso mas frecuente de bacteremia, ya
que implica contacto directo con la microbiota materna en areas co
mo el ano, vagina, perianal y dermis. (6,16)

También debe tomarse en cuenta que los nifios asistidos en sa-
las de cuidados especiales, presentan mayor riesgo de infeccion, ya
que el neonato empieza una vida con un estado bacteriano limpio, -
y el medio ambiente y sus factores contribuyen a la colonizacion nor
mal o infeccidn de éste. Un estudio realizado en el Massachusetts
reportd que el 15.3% de los nifios en cuidado in
siendo el mayor causante
Citrobacter).

General Hospital,
tensivo adquirieron infeccion nosocomial,
un bacilo gram negativo (Klebsiella, Enterobactery

(8,24)

Se cree que muchas veces el bacilo es transmitido por el perso
nal hespitalario (médicos y enfermeras). Ademés observaron que los

?




neonatos con colonizacion en faringe por S. alfq hemolitico esta-
ban protegidos de la invasidn con el bacilo gram negativo en el mis
mo lugar y la presencia de Bifidobacterium (lactobacillos) en el in

testino jugaban un papel importante en Ia regulacion de la coIoniz_c_l
cion intestinal. (8,24)

Ademaés, los nifios que reciben lactancia materna y calostro
tienen mayores defensas que los que reciben férmula artificial por -
que su banco de flora es mas complejo esto quiere decir que la  le -
che de pecho desata una serie de factores protectores como en el ca
so de la IgA con actividad notable contm agentes gram negativo (E.
coli K-1 principalmente); tal lgA es eficaz principalmente en el tu
bo digestivo del lactante., Hay también un factor de crecimien to
que favorece al (Lactobacillos bifidus), la lisozima que rompe los

" peptoglicanos de la pared de la calula bacteriana y la lactoferrina,
esta Gltima fija el hierro y es bacteriostaticq para E. coli. Final-
mente la leche humana tiene un nomero considerable de leucocitos
que contribuyen al mismo fin y el Lactobacillos que ayuda a inhibir
el crecimiento de los gérmenes gram negativo y anaerobios al redy -
cir el pH colénico a més o menos 4: (8,11,15)

FACTORES MATERNOS:

Las infecciones maternas aumentan el riesgo al igual que las
enfermedades dela colagena, cardiovasculares, ruptura prematuy -
ra de membranas de més de 24 horas, trabajo de parto prolongado y
parto en condiciones sépticas. Recientemente el coito ha sido  un
factor predisponente de infeccion, se reportd 156 casos de mil naci-
mientos con contaminacion, y 117 de mil con jnfeccign

a pesar de
no haber tenido contacto anteparto. (11,16)

Por otro lado hay influencias benéficas matemas para el neo-
nato, como IgG placentaria, complemento, efecto antibacteriano -
del liquido amnidtico, efecto protector de las membranas amniéiicas

10

lactancia matemna, pero no son suficientes para la inamdurez  del
sistema de defensa del neonato. (6,18,20,23)

FACTORES DEL HUESPED:

ié i ion con
La inmunocompetencia del recién nacido esta e‘n reL|ci|on :
ion i ogi . La transmi-
la edad gestacional y funcion inmunolégica EOSf n’cﬂ“c::l ot At
i i ion de inmu
io anticuerpos, la producci U
n transplacentaria de ; :
f’m s, la FF;goci’roc’is y la actividad bacteriana intracelular, son plr;g
ric: és del nacimi todo esto  ha
cimiento, fo a
i es lenta después del na ; ot
carias y la respuesta  del : e
ce queyno puede localizar las bacterias invasoras y permite su rap
da diseminacidn y multiplicacion. (2,6,16)

En ocasiones el suero materno no contiene on?icuerposhpcfrc c::l_|
gunos antigenos y esto hace que el neonato si c;ogc\:éedrfc; en uispe ]
' ibili neonato
i bservado que la susceptibili 2
susceptible. Se ha obsery S o ey
i i6 del grupo B depende de
la infeccion por el estreptococo X r ot o
iri 2 ta. Aunque hay observacio q
adquiridos a través de la placen . :
1osqi'nmunoglobu|incs A y M no atraviesan la placenta y que son I:r.
ifi at
i i icidas especificos contra gram neg
ue brindan anticuerpos bcctenm ¢ ontra gre i
30 siendo esto la explicacion del por qué la predisposicion may
7
a estos gérmenes. (11,16,23)

La mi crobiota del recién nacido normal, se err'1p|ezc'|:: aqfnzsic;:'%
llar a los pocos dias del nacimiento, al exzonerszliogn?*;? se
te, principalmente del contacto con la ml:: re I):HCOQ eﬁ % ;oﬁz :
garganta predomina el estreptococo alfa hemo |1= ,em bl A
ombligo el S. epidermidis, pueden estar presen eslp mener
cantidad anaerobios y E. coli sin provocar dafio a gfunc:., ¥ Como: i
microbiota bacteriana puede estar relc:cmncdu con factor g
el trabajo de parto, la ruta del nacimiento, csbﬂxm pe;|cr11:i0b;qs e
racion de |fquide amniotico y materno, secreciones y

resucitacion. (6,8,16,24)
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Muchas infeccio
en alto o minimo ri:;ggiseﬁ:?aro‘c;:;ezu'zz?o .de una |c1rg§.! estancia ria inferior y superior con sintomatologia, rayos X y cultivos; infec
B oricnic. Adctinalmenis num:mzacuon ha sido c.dqui - cion gusfroin'resﬁPd con periodo de :ncubacion menor al de hospita
cidn por bacilos gram negativo han atribufd rOSO!Sq'i'epc:rfes de infec- lizacién; infeccion de la piel, quemaduras con drenaje purulento y
qule de esta microbiota anormal. En unI ?Gd__ebﬂiflg_ como cul evidencia de bacteremia; infecciones de vias quirGrgicas con mate =
mitidos a intensivo se demostrd que del tefs udio de 63 n%onofos ad rial purulento, cultivo positivo o negativo; cualquier bacteremia
cia en el hospital, los recién nacidos pre Ce:obq CUqrf? d.‘a de estan confirmada en el tiempo de hospitalizacion sin dicha evidencia a su
cilos patogenos con mayor tendencia ap e C'"ecolmlenfo de ba ingreso; catéteresy agujas infravenosas con drénaje purulento; fle-
e esta colonizacian s a8, Moy resistencia  antimicro bitis por canalizacién. (9)
o e encontro directamente relacionada con
Relradesuade, o Jos.mages. del parzmagly, (16, o) HALLAZGOS CLINICOS:
FACTORES IATROGE ;
HERE La caracteristica de su inespecificidad y gran variedad no per
La cateterizacién umbilical representa el 109 mite diferenciarse de ofros desérdenes neonatales. la madre o enfer
Pocteremia. . Las bacterias frans'iforic?s 1 &N c"de 10% de casos con mera puede detectar el problema pero sélo superficialmente, pueden
de circunsiciones, succién endofrcqueqlun 3140 reporfa'dq§ después agruparse de la siguiente forma: gastrointestinales, falta de suc~-
urgencia. El uso de antibioticos profi Iéc);'Ofm; prO?edlmentos de cién, vémitos, diarrea, hepatomegalia, anorexia, regurgitacion dis
[as infecciones. (2,16) icos han influenciado tension abdominal. Respiratorios: difi cultad respiratoria, taquip -
nea, apnea, cianosis. Cuténeos: ictericia, impétigo, coagulacion
Es importante mencionar que el paci intravascular diseminada, rash, celulitis, abcesos y disturbios termo
una infeccidn con organismos end? paciente puede ffesal'i'o“a,r - reguladores (hipotermia, hipertermic), (17,18)
nismos que estan en el c1mbienr¢:l Rgenos pof‘fado's por &l o con orga-
Cuando el paciente ya tiene ide:f?;:?;io o lnalmmc:d?‘del hospital. Deben tomarse estos signos en conjunto, ya que sélo uno no
se-n'rqr dos situaciones consideradas comoonlcj):zcl;;?;f;m’ 'r)ue;e ol s ncicative certepsh
miento de una infeccio i ;i §: surgi
ner los mismos orgz::i':;rzr:a:n ;)n fc_‘l’fio m:se\,:o o diferente, a pesar de te DIAGNOSTICO
organismos en cultivos de’I sitio d SUrs:llm|enfo. de nuevos y diferentes
SWcoine de con doteriore del poc?:;::o FE;‘;V'C“"E“*E, especialmente El diagndstico de sepsis neonatal es uno de los mas dificulto -
3 sos en medicina clinica, ya que los hallazgos clinicos no son especi
_ Los lineamientos especificos para infecci : ficos y la historia materna y‘fefo| s6lo pueden dar base para “sospe-
el Comite de Infecciones Nesaeorial eZCIones HDOSOcomlales se chas. Con respecto a los métodos utilizados en nuestro medio para
son: Infeccion wrinaria con bacteriuri i el E'!?Spl‘ral Roosevelt, deteccisn de infecciones no fodos estén al alcance de cua Iquier
teo de colonias es mas de 100, 000 o gyintomaticn, donde el con centro y si se efectuan es en forma inadecuada. (10,20)
fecciones del tracto urinario A o b i mililitro; ofras in
con sintomatologia; infeccion resPircfE Los exdmenes de laboratorio que se realizan regularmente en

12
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:

estos i i
e : pccelfe’nfes en ’rodc:s los centros hospitalarios son, hematologia,-
ote periférico, proteina C reactiva, cultivos de fquid
cefalorraquideo, conteo de gl | T A e
H eo de globulos blancos en aspiracion gastri

te,

EI CU”]V g I a nien

o de sangre es de an a f i f L
: I g yUd enie dO e! SU iCTen e

Lo Y con bUEnU te I : ]
culdadi Q de extraer la sangre chica de P ep'CIrdC fon
de mismo, con EI inconveniente que el report t e erm

q i PO e del d I g
’ ; 1po en

qUEI ies:(]i CIECIIeiIdO, esta dlSpDnlb]e O] mehos 24 a 4-8 EIOFQS dESF)UeS
de nicio de a 1HIECC|0H, CUQndD EI recién IIOCidD corre mayor ries

go. (3,10)

El cont
e eo de globulos blancos en el aspirado gastrico es una
i dlrgcfa d?nde le presencia de mas de cinco polimorfonu
g e y de bacterias es indice de contaminacion intrauterina
Y n ero
cuentra en el 20% de pacientes con sepsis. (11,20) 4
= F

La h e P
e presuntitnafoioglcr es un n:efodo que puede ayudar en el diagnos-
e ivo, ya que el primer dia puede ser normal un conrgc dé
v ucocitos por uL. Observaciones de Brazy et al., notaron
—l

anormalid e ¥
iy ades cjle indices hematologicos en neonatos de emba -
ucidos por hipertension. (4) [ehess

Otros i ’
cambios en la he i -
- .
[ Clros. cambia: | “QfOIOQIG son: el conteo de neutrofi-
5 Ufi”dq(; os y relacion de neutrofilos /T que puede ser
, pero esto condiciona ot :
v a ofras enfermedades diferent
psis, que son comunes I ks> 5
se en el period ili
e : o neonatal, debilitand
iy el pe o su
i cuenefsh.;dlo en lcf lIJnlverSIdcd de Texas reporté anormalida
” a de neutrofilos tot i
L3 a i B
e les inmaduros, en nifios con sep-
e nd, s res hi pertensas 59% y nifios con asfixia en
;i onde el valor predicti i i so .
g Ip edictivo para sepsis por si solo nose en-
o oi el mismo estudio incluyen ofras causas de neu
; cuales son: neutropenia secundaria al intercambio de

14

ca y otros dependiendo de la sintomatologia que presente el pacien |

transfusion o ingestion de drogas, hiperglicemia ceténica, metaboli
ca y acidémica, sindrome de Schwachmann, confirmando su poca uti

lidad. (4)

La tasa de eritrosedimentacion se usa frecuentemente pero tie
la elevacidn ocurre después de va rios

ne el inconveniente de que
dar falsos positivos y falsos ne -

dfas de infeccion, por lo que puede
gativos. (3,10)

La proteina C reactiva representa el efecto inmediato del tra
tamiento, convirtiéndose en una medida para el uso racional de la
antibisticoterapia. Estudios “ealizados en el hospital del Debrousse
and Faculté Lyon Nord, de 29 pacientes neonatos con infeccion, so
bre la evolucidn de proteinas séricas pre-albimina, proteina C. -
reactiva y orosomicoide, observaron que los cambios mas rapidos fue
ron en el examen de proteinca C reactiva y pre-albGmina, esfas fue
ron medidas en artritis séptica, meningitis y septicemia, ningin pa
ciente con infeccion temprana a estreptococo beta demostrd valores
anormales de éstas, mientras que, en infeccion tardia estuvieron
Deduciendo que la proteina C reactiva junfo con ofras

presentes.
tratamiento pero por si sola no.

proteinas puede ayudar a guiar el

(1,22)

Sann et al. sugirieron que la disminucién y aumento de pre=
albomina, inverso a la protefna C reactiva puede ser un medio para
chequear esta Gltima, adicional al estado nutricional del paciente.
E. coli produce incrementos consistentes de la protefna C reactiva
mienfras una infeccion de inicio rapido, como aquella por estrepfo=
coco beta es menps frecuente. Cbservaron que una sola proteina no
puede ser confiable, ya que introduce problemas de interpretacion.
Aqui mismo, se mencionan ofras proteinas de ayuda, la alfa Geido—
glicoproteina, alfa uno antitripsina y fibrinogeno, sugiriendo su in
troduccidn a la préactica clinica. Gewurtz, propuso como punfo fi-
nal que la proteina C reactiva debe considerarse una herramienta po
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tencial para terapia o profilaxi i
profilaxis de sepsis siempre
pare con las otras proteinas. (1,22) ] IR SHICE SRaregiy

El fr iféri i
’ ote pf-zrlferlco puede determinar si existe frombocit i
granulaciones toxicas o cuerpos deé inclusion de Ddhle, si dOPe“'C’r
es I ohle, siendosdl
una io ; e
o q;l)jr::bc mfdlrecfo Zarc deteccion de bacteremia, con el proble
ay ofras entidades patolégi .
ogicas con las mismas isti
2 ; caracteristi -
cas, considerandolo especificamente limitado. (3,11) 2
2 4

El exam oy
ol S Grc:an de I?Fclapo leucocitaria de sangre periférica con
m, es Util para el diagnésti
e gnostico de bacteremi
realizacion : : remia y en sy
i ?nc:onven;:,o :e éeqwere de equipo especial de laboratorio; tiene
nte de no detectar gémenes gram negativo intracelula

res. (13)
2 U ;
g Rooszvzsff:jdldo hecfhcf por la doctora Verdnica Gaitén en el Hospi

» demostro que de 80 neonat . da

i E Ly ! os estudiados el 5%

e:;::f clivlhvos npos:hvos y de éstos en el 25% la prueba de Fr;f?STEZE%

i rUC;beuc:oc:'mrlo positiva, llegando a un 10% de positividad je
dogmic:js:'n Ie‘ :‘o’raI c{e recief nacidos, aclarando que esta positivi
s e lfcoglca '.Dc.”? podria atribuirse al manejo inadecuado de
de 25%0); la esrpec'ﬁCled del método fué del 94%, la sensibilidad

certeza predictiva de 12%, & -
fueron baj . °, estos parametros Gltim
|os en comparacion con la liter i >

S ] atura, deb : :
tividad de los cultivos bacteriolégicos. (5) " ido a la baja posi

Hasta la ingn mé
vy, Nt Fefcha no hay ningln método de laboratorio que pue-
i cent car enf ermedad bacteriana temprana ni ninguna otra 1é
aéxcluye la infeccion bacteriana. e

Lo s Y : i

o - 1 glec:n?lirc;jcrlc{mc ha sido UfilﬂlZGdﬂ para colorear una gran

gt trgqumos con superioridad demostrada sobre el

RS . y o rosu‘meufodos para detectar microorganismos gram=
n sangre, liquide cefalorraquideo y ofros tejidos. (12)
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Estudios realizados en 120 pacientes indicaron que los re-

icos de los preparados fueron compatibles con mi-

sultados morfolog
coincidiendo la positivi

croorganismos aislados de los hemocultivos,
dad de el fluorocromo de Naranja Acridina. (12)

El fluorocromo de Naranja Acridina colorea el acido nuclei -
co de las células sométicas, bacterias y otros microorganismos, a un
pH bajo (de 3.5 a 5), logrando ver a la bacteria naranja brillante y
el fondo amarillo verdoso palido. Ademés hace diferencia entre ba
cilos y cocos identificandolos por sus caracteristicas bacteriologicas
ya que la bacteria conserva su detalle morfoldgico exacto, pudien -
do visualizarse el germen en tamafio, forma'y compatibilidad de los
organismos de su misma especie y diferente a ella. (14)

En un estudio de 97 recién nacidos, comparando Naranja Acri
dina con ofros métodos obtenidos del estrato leucocitario, los resul-
tados indicaron que estos Gltimos eran indicativos de una bacteremia
severa y de mal pronostico, y mas sensitivos en septicemia fulminar
te, fallando en bacteremia de pequefia y moderada intensidad, Ade
ra sensible para defectar organismos gram -negativo
intracelulares. Las muestras de Naranja Acridina mostraron 8de 9
episodios de bacteremia, siendo rapido y requiriendo poca cantidad
de sangre, de donde se deduce que usando este colorante puede ser
de ayuda a la répida evaluacion de un recién nacido con posibilida

des de sepsis. (12,13,14)

mas el gram no e

E| fluorocromo en Naranja Acridina es una téenjca de tincion
(6 min. para prepararla y 3-4 min.
(97% sobre azul

Para la vi

de especimenes clinicos, rapida
para observarla), simple (un solo tinte), superior
de metileno) y barata en comparacion con otros métodos.
sualizacién de estos frotes preparados con naranfa acridina, se nece
sita un microscopio de fluorescencia, por las caracteristicas del tin

te. (13,19)
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En 1979-80 demostraron que la naranja acridina es una técni-
ca de ayuda para la deteccion temprana de bacteremia, por tener
cultivos negativos macroscopicamente antes de las 24 horasy ésta
positiva. (19)

TRATAMIENTO:

Aparte del tratamiento de mantenimiento de cada neonato de
be tomarse en cuenta la seleccion de antibioticos.

Para ésto hay que incluir: =Incidencia estadistica del germen
causal, -Factores epidemiolégicos, =Edad del recién nacido, =-En
fermedades asociadas (piel, post-operatorio, etc.)

Por lo regular el tratamiento del recién nacido con diagnosti-
- co presuntivo de bacteremia se inicia antes de la identificacion del
agente etiologico. La edad del recién nacido al momento que  se
presume el diagnéstico es muy importante porque si se trata de septi_
cemia temprana, aquella que se sospecha en las primeras 24 horas
de vida lo més seguro es que la haya adquirido en el momento de |
parto, y los microorganismos implicados van a ser los que habitan en
la vagina de ia madre en este caso el antibidtico de eleccion sera
penicilina cristalina y aminoglicosidos. Si se trata de septicemia -
tardia aquella que se sospecha pasadas las 72 horas de vida 'y por
consiguiente pudo haberse adquirido en los servicios de neonatolo -
gia, puede sospecharse como posibles patégenos: estafilococo pro-
ductor de penicilinasa, Pseudomonas y Salmonella. (18)

En el Hospital Roosevelt el uso de tratamiento rutinario para
sepsis temprana es penicilina y gentamicina, y para sepsis tardia, -
cloranfenicol y amikacina.

El tratamiento debe controlarse con hemocultives para compro
bar si el pacienie esta respondiendo adecuadamente, porque a las
48 horas después de iniciado, los cultivos deben ser negativos; si no

18

< asf, se debe proceder a cambiar el plan terapéutico. (7,10)
e 7

PRONOSTICO:

Depende del tiempo de evolucion de sepsis, agente causal

d ° l I l a F a

Con la ayuda de la antibioticoterapia, han meicratdo el ;né:l;f;

ce de mortalidad de un 90% a un 40%, pero po::!emoslno ar T:OS e

ain sigue alto, por lo que hay mucha deficiencia en c:s cer;namen:
italarios y falta de métodos adecuados para detectar fempr

te la bacteremia. (10,11,18)

En el caso del Hospital Roosevelt se ha pOf!ido observcgsque; e’l
‘ndice de mortalidad para ios servicios de alto nesgo,.ogré 19 °d05‘$
de 17 por 1,000 nacidos vivos y en 1984 de 13 por 1, 0 f\oC;Siend_g
vos, indicando una mejoria notable a pesar de que c?n muigcemia .
una cifra significativa. Ademas se ha estimado que ia ssp;I mia -
en el servicio de alto riesgo del lilzsp‘ito.ll %o;{;eve:;éoch;sose};refzmi
1,000 nacidos vivos a término y 16 por |, nco 5t A

; : dad por sepsis es del orden de 33 %o deu todos los  re-
Z?énynigc?df:(;ngresapdos clpservic‘io por diferentes entidades patologi

cas. (¥)

Datos estadisticos de neonatologia del

(*) Cabrera M. Gerardo. =ty

P s I |
Depto. Pediatria, Hospital Rooseveif.
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MATERIAL Y METODOS

. FISICOS:

1. Sala de Alto y Minimo Riesgo del Hospital Roosevelt.

2. Fichas clinicas correspondientes a cada paciente.

3. Tubos de Wintrobe para centrifugar.

4, Pipetas de Pasteur

5. Laminillas

6. Colorante de Naranja Acridina

7. Centrifuga de la Clinica de Unidad de Enfermedades In-
fecciosas, Hospital Roosevelt.

8. Microscopio de fluorescencia, Leitz, modelo SM-LUX, -
del Depto. de Citologia del Hospital Roosevelt.

B. HUMANOS:

1. Pacientes con sospecha o riesgo de sepsis que ingresaron
q los servicios de Alto y Minimo Riesgo del Hospital Roo
sevelt.

2. Personal especializado del Depto. de Microbiologia y Ci
tologfa para preparar los frotes y observarlos al microsco-
pio.

METODOLOGIA:

Los recién nacidos en estudio fueron 50 pa cientes comprendi -
dos en las edades de 0 a 28 dias sin fomar en cuenta el sexo y edad
gestacional, que fueron hospitalizados en los servicios de Alto y MY
nimo Riesgo, ya sea con sospecha o riesgo de sepsis, individualizan_
do cada recién nacido.

Los pacientes se seleccionaron en dos categorias:
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Grupo | con riesgo de sepsis.

Puntos
1. Infeccion materna reci i
a reciente (diarrea, i io
urinaria, IRS, etc.) R
n T
2. Fiebre materna |
, 3
j. Manipuleo (tacto vaginal por comadrona) 2
- Ruptura prematu
ra de memb
s mbranas (mayor de 24
5. Liquido amniético fétido
6. Parto en condiciones sépticas (calle etc.) 2
7 i a
Lrog?o de parto prolongado (primigesta mas
e 24 horas y mGltipara mas de 12 hrs. )
8. Premadurez o bajo peso j
9. Reanimacion ;
10.  Meconio en traquea ;
2

Se incl
uyeron en el pres a
- ente estudio aquel! =
. o elios recien naci
riesgo de sepsis de 4 6 mas puntos. ehegren -

Grupo 1l con sospecha de sepsis:

I

1. Historia (hi
. orla - @ L3 o [ g
i I(hlsform positiva si el recién nacido nacié en su casa
U o - 3
gar donde habian focos sépticos o si estuvo en contac

to con algin foco de contagio).

22

Distermia (Hipotermia o hipertermia)
Hipoactividad

Ictericia més hepatomegalia o esplenomegalia
un foco séptico o mas

Manifestaciones de sangrado

Para la recopilacion de datos se utilizd una boleta lacual se
adjuntd a la ficha clinica de cada paciente, esta incluyo lo siguien
te: Datos personales (nombre, fecha de nacimiento, hora, edad; nG
merode registro, cuna, servicio, pesoy punteo'de Apgar); signos v
sintomas gue presentd, puntaje de sepsis, exdmenes de laboratorio -
realizados (hematologia, proteina C reactiva, cultivos de sangre y
Liquido cefalorraquideo y Naranja Acridina), y si se trataba de pa-
ciente con riesgo del grupo |y sospecha grupo I, se hacia la dife -

rencia.

La técnica de obtencién de la muestra y preparacion fue la si
guiente: Se obtuvieron 9ml de sangre venosa de cada paciente
por venopuncion de vena periférica; se liend un tubo de Wintrobe, -
el cual se centrifugd a 10,000 RPM por dns minutos.

Para hacer los frotes, se retird la capa superior de leucocitos

de los tubos de Wintrobe con una pipeta de Pasteur estéril, y se pre
pararon extensiones en la forma habitual.

Para la coloracién con Naranja Acridina se procedio de lama

nera siguiente:

(Cabrera M. Gerardo~Depto. de Pediatria. Hosp‘ii’cl Roosevelt

1981)

(Valenzuela;C.; 1982-Ref. 50)
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1. El colorante de Naranja Acridina fué preparado por la adicién
de 1 gm. de ésta, en 100 mL. de agua destilada, esta solucién fué
protegida de la luz al guardarla en un frasco de color café obscuro
y a temperatura de 4°C (se conserva por dos afios).

2, Para trabajar la solucion fué preparada mediante la adicion de
1 mL. de la solucién anteriormente descrita, a 100 mL. de 0.2M -
Acetato Buffer (manteniendo un pH 4), la cual se guardd en una pi
zeta obscura.

Para preparar los frotes se procedio asi:

- Se dejo secar el frote

- Se fijo con metanol puro por 2 minutos

- Se lavé rapidamente con agua de chorro

~ Se coloreé abundantemente con el preparado de Naranja Acridi -
na por 2 minutos

- Se lavo con agua de chorro

= Se procedi6 a observar en el microscopio de fluorescencia, con
ayuda de personal especializado (Dr. Claudio Ramirez)

Se considerd positivo un frote cuando se observaron dos o més
microorganismos en un campo, reportados como cocos o bacilos.

El hemograma se clasificd de la siguiente manera: de 2,000 «
5,000 globulos blancoes, leucopenia (1); y de 5,000 a 10,000 globu
los blancos, orienta (o), los cuales se interpretaron como positivos
para sepsis; y de 10,000 a 20, 000 globules blancos, normal (n) in-
terpretandose como negativo para sepsis.

Los métodos estadisticos, utilizados fueron: Sensibilidad, espe
cificidad y certeza predictiva, los cuales se calcularon por férmulas
standard (descritas en la discusidn y analisis de resultados), ademds
se aplicé el X“ para comprobar las proporciones de significancia de
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los res : get
rio de rutina y Naranja Acridina.

ultados positivos y negativos entre los exémenes de |
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CUADRO No, 1

PARAMETROS DE RIESGO DE SEPSIS MAS FRECUENTES
EN LOS PACIENTES CON SEPSIS NEONATAL

PARAMETROS DE RIESGO FRECUENCIA (%)
FIEBRE MATERNA : 17 (34)
R. P. M. MAYOR DE 24 HORAS : 17 (34)
MANIPULACION 13 (26)
PREMADUREZ 12 (24)
1LIQUIDO ANNIOTICO FETIDO 11 (22)
TRABAJO DE PARTO PROLONGADO 6 (12)
PARTO EN CONDICIONES SEPTICAS 5 (10)
REANIMACION : n (8)

MECONIO EN TRAQUEA 1 (2)

Fuente: Boleta elaborada por el Investigador. Mayo/Julio 1985.




RECIEN NACIDOS CON SEPSIS Y FROTES DE NARANJA ACRIDINA POSITIVOS

~ CUADRO No, 2

COMPARADOS CON RESULTADOS DE CULTIVOS Y ESTADO AL SALIR

CUADRO No. 3

RECIEN NACIDOS CON SEPSIS COMPROBADA POR CULTIVOS Y

NARANJA ACRIDINA

No. CULTIVOS MICROORGANISMOS NARANJA ACRIDINA
1 Sangre K. Pneumonae Bacilos Grandes
2 Sangre Estaf. Aureus Cocos
3 Sangre K. Pneumonae Bacilos Grandes
L Sangre Estaf. Epid. Cocos
5 i?g%;? P. Aeruginosa Bacilos
6 Sangre E. Celi Bacilos Cortos
7 Sangre Estaf. Epid. ‘Cocos
8 Sangre Estaf. Epid. Cocos
22) Sangre Estaf. Aureué Cocos L
10 Sangre K. Pneumonae Bacilos Grandes
11 Sangre Estaf. Epid. Cocos
12 Sangre K. Pneumonae Bacilos Grandes

Fuente: Boleta elabarada por el Investigador. Ma
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CRITERIOS| NARANJA
No. DE SEPSIS| ACRIDINA|[CULTIVOS| MICROORGANISMOS ESTADO
1 R/B pts. |Cocos Pos. |Estaf. Aureus Vivo |
2 R/8 pts. |Cocos Neg. | = ———-- Muerto#
3 R/9 pts. |Bacilos Neg., | = —a—_. Vivo
4 R/9 pts. | Bacilos Pos. K. Pneumonae Vivo
R/11 pts.|Bacilos Neg. | = ——--- _ Vivo
6 Sospecha | Cocos Nego | = ———--o Muerto
.7 Sospecha .[Bacilos Pos. K. Pneumonae Vivo
8 Sospecha | Cocos Pos. Estaf. Aureus Vivo
9 Sospecha | Cocos Neg. | = —eeo- Vivo
10 Sospecha | Bacilos Pos. P. Aeruginosa Muerto
11 Sospecha | Bacilos Neg., | = ———0o Muerto#
12 Sospecha | Bacilos Pos. E. Coli Vivo |
13 Sospecha | Cocos Pos. Estaf. Epid. Vivo
14 Sospecha | Cocos Neg, " |7~ — ool Yivo
15 Scspecha |Cocos Pos. Estaf. Epid. Vivo
16 Sospecha | Baciloes Neg, | = —=—=- _|Muerto#*
| 17 Sospecha | Cocos Pos. Estaf. Epid. Muerto*
18 Sospecha | Bacilos Pos. K. Pneumonae Vivo
| 19 Sospecha | Cocos Pos. Estaf. Epid. Vivo
20 Sospecha | Bacilos Pos. K. Pneumonae Vivo
21 Sospecha | Cocos Neg. oo Muerto‘:l

aly

yo/Julio 1985,

—ti

Fuente: Boleta elaborada por el Investigador. Mayo/Julio 1985.
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CUADRQC No. 4 CUADRO No. 5
o.
; = _ i’;CIENTES CON CULTIVOS NEGATIVOS COMPARADOS CON NARANJA ACRIDINA, |
PACIENTES CON CULTIVOS POSITIVOS COMPARADOS CON NARANJA ACRIDINA HEMATOLOGIA, PROTEINA C REACTIVA Y CRITERIOS DE SEPSIS
HEMATOLOGIA, PROTEINA C REACTIVA'Y CRITERIOS DE SEPSIS 3
CRITERIOS PROTEINA C NARANJA
No.| DE SEPSIS| HEMATOLOGIA REACTIVA CULTIVOS|ACRIDINA
1 |R/b pts. | 17,250 (n) - - -
2 Rﬁ: pts. | 3,900 {(1‘31 = = =
aElR pts. (10,750 (n = = =
CRITERIOS PROTEINA C NARANJA R75 pts. ] 10,500 (n) = . 3
No.|DE SEPSIS|HEMATOLOGIA|REACTIVA CULTIVOS|ACRIDINA 5 |R/& pts. 12,000 (n) - - -
1 |R/8 pts. 8,542 (o) |Negativa + + 5 Eﬁt g:z }%'ﬁgg %2% = - -
2 |r/9 pts. |11,150 (n) + . ’ SR 20,250 {n) {Positive S =
. A
3 {Sospecha | 2,600 (1) [Negativa + + i? g% gzz- 13.?33 'E:;% Positlva = =
4 |Sospecha | 6,400 (o) |Negativa + - 1% T}gg g::' i-lzﬁggg %2; = 2 =
L [} —
5 | Sospecha | 11,400 (n) + + + iL; g‘//;g gz:' }g'ggg E:g = = 2
6 {Sospecha [ 1,300 (1) + + + ig ;/;g g:z' ?"ggg Ei% = — =
iy . j ) =, == =0
7 | Sospecha 5,200 (o) Négativa . d ' %g E/L;gr;: zg'ggg ((2% 2 Z =
8 |Sospecha | 8,300 (o) |Negativa + + 2(1) gﬂg g:i ié'ggg Eﬁ — = =
9 | Sospecha |[10,194 (n) |Negativa + + g% gfg*gﬁﬁ %ggg gi) = E Fositivo
10 |8 h 0, : 24 | R/B_pts. 8,350 (o) - - 1 -
papschajilg,500: (n) |Negative % & 25 R§9 pts. | 1k,000 Enj) Positiva = Fositivo
11 | So h . 26 | R/11 pts.| 1,600 (1 - - Positivo
specha | 6,300 (o) + + + 77 |Sospecha | 15,550 {n) | Positiva 5 Positivo
17 [Sorpecns 10,100 @) [Negatia |+ | o fsopecta 10,000 (o] | ——
\ = = =
30 | Sospecha 15,400 (n) |Positiva - Pogltivo
g _ ok 31 | Sospecha | 16,952 (n) = = —
vente: Boleta elaborada por el Investigador. Mayo/Julio 1985. 32 |Sospecha | 4,750 (1 - - Positivo
St 3 33 | Sospecha 3,600 (1 - - Positivo |
3L [Sospecha | 4,000 (3 - - -
35 | Sospecha 4,300 (1 - - Positivo
36 | Sospecha | 4,300 (1) - - -
37 | Sospecha | 1,300 {1) | Positiva - -
38 | Sospecha | 6,500 (o) - - Positivo |
Fuente: Boleta elaborada por el 1nvesf_;écc;oor7Mayo/J_u_|fl; l;ég. i
o 33

— -




4

*GB4L ONnr/ohow G "CpN 4 ¢ "ON solppn) :ajuany

YNIAIYDY

sz

0 VYNIZILOHd

0€

S¢

SOAILTIND VIDOTOLYWIH

VLNVHVYN

34

SOAILYDEN

ot

SOAILISOd .

YNIGIHOY YINVAVN A YNILNY 3Q
SONOLYYOEY]
SO1 30 SOAILYDIN A SOAILISOd SOAVLINSIE SOT 30 NOIDVIVIWOD

"ON VDI4VAD
—

L

~ PACIENTES CON SEP
DE CULTIVOS CON FROTES DE NARAN

CUADRO No. é

SIS QUE FALLECIERON, RELACIONANDO RESULTADOS
JA ACRIDINA

[No. | CULTIVOS | ORGANISMO o R
T Negativo |  ----- Sospecha Cocos
2 Negativo_ ————— B Sospecha Cocos
3 Negativo |  ----- R/4 pts. Negativo
Y= Negativo | ---=- _ R/4 pts. Negativo
5 Positivo ii;ﬁgﬁgg Sospecha Bacilos
6 Negative |  ----- Sospecha Bacilos
7 Negativo |  ----- R/8 pts. i Cocos i
8 Negativo |  ----- Sospecha Bacilos
9 Positivo Estaf.Epid.| Sospecha Cocos ]

Fuente: Boleta elaborada por el Investigador. Mayo/Julio 1985,

* Los resultados negativos en lo
#3 y #4 o pesar de haber in

pacientes

sepsis, se debe a que la causa basica

monar por premadurez. (compro

35

s frotes de Naranja Acridina de los
gresado con diagndstico de
de muerte fue patologia pul
bado por necropsia).
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GRAFICA No. 3

RELACION DEL TIEMPO PROMEDIO PARA OBTENER RESULTADOS
DE LABORATORIOS DE RUTINA Y NARANJA ACRIDINA

@ ® & 2 0 0 0 @ 9 ® ° g9 o e e

® o 4 @ ®w a ® v S @ e g e 9 e w w

" e e s 2 4 s 8 8 W 4 e e .

= s e @ -
- S ® s, e e e, e s

(IHD'PROTEINA C REACTIVA
(180 minutos)

CULTIVOS
(4,320 minutos)

. NARANJA ACRIDINA (15 minutos)

O 'HEMATOLOGIA (300 minutos)

Fuente: Gréfica No. 2. Mayo/Julio 1985.
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
(EL;“'VDS (<) Total Para clasificar a los neonatos con sepsis, se utilizaron los pa
NARANJA  (+) 12 ¢ i rametros <3|e riesgo, que se enumeran en el c.Ucdro No. 1, de donde
ACRIDINA | (2) 4 2 > se observd que en orden de frecuencia, la fiebre materna y la ruptu_
ra premai‘urc de membranas ocuparon el primer lugar presentandose
Total 12 38 50 en 17 ocasiones cada una, con 34% casos respectivamente, los cua
les pueden haber jugado un papel importante en el alto indice de
SENSIBILIDAD: 12 ESPECIFICIDAD: i positividad de los frotes, luego siguié manipulacion con 13 casos en

_— o - - s
12 + 0 100% = 76% 26%, y el mas raro observado fué el de meconio en traquea en un so

29 + 9
lo caso representando el 2%.
Clinica* En el cuadro No. 2, se observa que de los 50 pacientes estu -
(+) (-) Total *Clinica diados y a quienes se les efectud el examen de naranja acridina, 21
NARANJA  (+) 21 0 21 ) Ry orferines frotes fueron positivos rep.resenfando el 42% delufoi’al, y comparados
con los resultados de cultivos que fueron 12 pacientes correspondien
ACRIDINA (=) 3 26 29 (=) enfemos T o.40 p Ny =
- tes al 24% apenas del total de pacientes estudiados, nos podemos dar
it 24 26 50 cuenta del bajo porcentaje de positividad de los cultives bacteriolo
gicos en nuestro hospital, comprendiendo asi’ la ayuda limitada que
SENSIBILIDAD: 21 _ goo,  ESPECIFICIDAD: 2 brinda este examen de laboratorio en el diagnéstico temprano de sep
A7 8 %+ g - 0% sis. Resalta también que el 76% de los pacientes que tuvieron la na
ranja acridina positiva, tenian un diagnostico de sospecha de sepsis,
T mientras el 24% era riesgo de sepsis.
(+) {=) Total
eiives (+) 12 7 19 En el cuadro No. 3, notamos que del total de pacien tes estu-
(=) 12 | diados, solamente el 24% presentaron cultivos positives, y de estos
19 31 I ;i gl - - . .
A 2i a naranja acridina demostrd un 100% de positividad. Ademas  se
26 50 comprobé una total y perfecta correlacion bacteriolégica, ya que
cuando el cultivo reportd Pseudomonas o Klebsiella, se observaron
kB s bacilos en el frote, y cuando era estafilococo, lo que se observo -
12 _ 599 CESPECIFICIDAD: 19 fueron cocos, comcndiendo con la literatura que reporta una correfc

12 * 12 T_‘r_—’— = 73% o
7 cion bac’reriologlca de 100%. Se puede decir gue lo anteriormente

I
l descrito es comparable con la literatura, ya que se reporta una posi
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tividad mayor de naranja acridina, comprobada en unetudio de 9
episodios de bacteremia neonatal, donde 8 fueron positivosy com
patibles con resultados de hemocultivos, reportando el caso negati -
vo como contaminacion del medio de cultivo, ademas los resultados
morfologicos de los frotes de naranja acridina fueron del mismo mi-
croorganismo de los hemocultivos. (13,14)

En los cuadros No. 4 y 5 donde se comparan los resultados de
exdmenes de laboratorio de rutina con naranja acridina, se dividio
en dos grupos para su mayor expresion comparative; en el primero se
anotaron los pacientes con cultivos positivos (cuadro No. 4) en el
segundo con cultivos negatives (cuadro No. 5); aqui pudimos obser
var que la hematologia fué positiva para sepsis en un 48%, la pro -
teina C reactiva en 20%, los cultivos bactericlogicos en un 24% -
mientras que la naranja acridina fué positiva en un 42% del total de
los Puc‘s’enfes estudiados; también se pudo observar que solamente dos
pacientes tuvieron una correlacion de resultados positives, lo que
correspondio a un 4% ; con respecto a los criterios de sepsis, se pu
do observar que oon riesgo arriba de 7 puntos y sospecha de sepsis -
la positividad de los cultivos y por ende de la naranja acridina f:;é
mayor

Enn la grafica l\’!oo 1, se representa el total de casos positivos y
Eegahvos 5Ie los exdmenes de laboratorio y naranja acridina, (para
ematologia se tomo como positivo los casos que orientaban y leuco

p?mcs)g Es demostrable que la naranja acridina tiene mayor positi-
vidad.

De los pacientes que fallecieron, represento el total de 9 co-
rrespondiente al 18%, de éstos solamente 2 pacientes tuvieron culti
vos bacterioldgicos positivos correspondiéndole el 22%, mientras
E?? la naranja acridina fué positiva en un 78% (7 pacientes); tam-
r;:ne;!)t‘)ff;zo;ea;ea?:;c:;cli?ig?; dés pucienfes quejalleecieroun’ y tuvie

i a negativo no tenian infeccion ya
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que la causa de muerte fué sindrome de dificultad respiratoria tipo |
debido a su premadurez, comprobado por necropsia (cuadro No. 6).

En las graficas No. 2 y No. 3, donde se representa la rela-
cién del tiempo requerido para obtener los resultados de los exame -
nes de laboratorio de rutina y naranja acridina se puede observar
que la hematologia y proteina C reactiva necesitan un promedio de
5y 3 horas respectivamente para conocer un resultado que sélo o=
rienta a un diagndstico y no es definitivo, mientras que con el frote
de naranja acridina sdlo se necesitan 15 minutos en promedio para
obtener un resultado, que nos dard la seguridad de una bacteremia ;
si bien es cierto que los cultivos bacteriolbgicos nos dan el nombre
del gérmen causante de la infeccidn, pero se tiene el inconveniente
que hay que esperar un promedio de 3 dfas, cuendo ya es demasiado
tarde para iniciar una antibioticoterapia eficaz.

Con respecto a la habilidad de examen microscopico de los -
frotes de naranja acridina, en magnificacion de 400 x en seco, fué
facil de identificar donde habian bacterias, sin embargo dificil de
distinguirlas y diferenciarlas, pero al colocarlas en el lente de in-
mersion a 1,000X,no hubo dificultad para diferenciarlos y detectar -
los, ademas en los frotes positivos no se requirié mas de 1-2 minutos
de tiempo para localizarlos a los microorganismos y cuando los fro-
tes eran negativos el maximo de tiempo fué de 5-92 minutos, ya que
se vid todo el frote para estar seguros de su negatividad, esto coin -
cide con lo reportado en la literatura, ya que sdlo tomaban 2 minu_
tos para observar el frote cuando era positivo. Con esto se comprue
ba la rapidez, y facilidad de observacidn de la naranja acridina.

La SENSIBILIDAD: es una probabilidad que un fest sea positi-
vo cuando exista la enfermedad (verdadero positivo).

E| resultado obtenido en el estudio fué de 100% dato que di -
fiere con la literatura extranjera la cual indica 82% demostrado que

la prueba en el estudio es bastante sensible.
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La ESPECIFICIDAD: es la probabilidad que un test sea negati-
vo, dado el caso que la enfermedad no exista (verdadero negativo).
Se obtuvo un resultado de 76% variando mucho de la literatura
portada de 100%.

re=

La CERTEZA PREDICTIVA POSITIVA: es el nimero de pacien-
tes con pruebas positivas que tienen la enfermedad dividido en el to
tal de pruebas positivas. En el estudio se obtuvo un porcentaje de
57% comparado con la literatura es bajo ya que reporta 100%.

Estas diferencias tan marcadas en la sensibilidad especificidad
y certeza predictiva, se deben a que en nuestros hospitales, la tasa
de positividad de los cultivos es muy baja, probablemente por una
recoleccion muy poca o demasiada de sangre, dilusiones incompletas,
mala preparacion del medio y otros factores coadyuvantes que se pue
dan sumar, provocando esto, una cantidad de cultivos positivos me
nor ain en pacientes clinicamente enfermos o que murieron, en com
paracién con la naranja acridina que fué mayor en positividad,

La CERTEZA PREDICTIVA NEGATIVA: Es igual a la positivi -

dad solo que con pruebas negativas y pacientes que no tienen la en
fermedad. Esta fué de 100% mayor que la reportada por la literatu-
ra de 21%.

Es importante mencionar, que a pesar de que algunos pacientes
tenian cultivos negativos, se presentaron clinicamente muy enfer-
mos, y otros murieron por causa de septicemia y quienes tuvieron la
prueba de naranja acridina positive; con esto se pueden aclarar las
dudas surgidas al leer los datos anteriores.

También se comparé la sensibilidad y especificidad de naranja
acridina con cultivos, demostrando superioridad de ésta ya que los
resultados fueron de 88% y 100% respectivamente para naranja acri
dina y 50%, 70% respectivamente para cultivos. -
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Con los resultados obtenidos la comparacién entre los exame -
nes de laboratorio de rutina y la tincion con Naranja Acridina de la
capa leucocitaria, se obfuvo un )(2 12.2 Nivel de distribucion=
5% y un intervalo de confianza del 95%, de donde se dedujo que
la proporcidn para diagnéstico positivo y negativo de sepsis es igual
con Naranja Acridina, cultivos y hematologia pero inferior conpro
tefna C reactiva; aclarando que la igualdad de Naranja Acridina -
con los laboratorios mencionados anteriormente es superior, ya que
se pudo comprobar que los pacientes que estaban clinicamente enfer
mos o que murieron tuvieron frotes de Naranja Acridina positivos, -
mientras la hematologia y cultivos fueron normales o negativos, por
lo que la confiabilidad para ayuda diagnéstica es atribuible en ma-
yor cantidad para Naranja Acridina.

Se analizé juntamente los resultados de positivi dad y negativi
dad, de Naranja Acridina y cultivos, con respecto al total de pa-
cientes con sospecha y riesgo de sepsis, demostrando que tanto la na
Naranja Acridina con un X4 = 13.06 lo cual es altamente signifi -
cativo, igual que los cultivos que presentaron un X4 = 7.92.

También se comparo los resultados positivos y negativos de Na
ranja Acridina y cultivos con respecto al total de pacientes que vi=-
vieron y fallecieron, donde la Naranja Acridina fue significativa -
con un X2 = 4,12, mientras los cultivos no fueron significativos pa
ra ningln caso con un X = 0.085, demostrando este examen de la
boratorio un margen de error mayor.
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CONCLUSIONES

La naranja acridina es més eficaz para detectar bacteremia -
tempranamente en pacientes con sepsis neonatal, que los exd
menes de laboratorio de rutina (hematologia, proteina Cred_z_
tiva y cultivos bacterioldgicos).

En los pacientes con riesgo de sepsis menor de 7 puntos, se -
puede concluir, que no tenfan infeccion ya que los cultivos y
los frotes de naranja acridina fueron negativos.

El ahorro de tiempo para el diagnéstico de sepsis con naranja
acridina es significativo, ya que solo se necesitan 15 minutos
para comprobar la infeccion mientras en los cultivos 3 dfas
en promedio.

La naranja acridina tiene una sensibilidad de 88%, especifici
dad de 100% y una certeza predictiva de 51% para una prue
ba positiva, y 100% para una prueba negativa, lo que de-
muestra su eficiencia como método de diagnéstico,

De la mortalidad (18% del total de casos), la naranja acridi-

na representé el 78% de frotes positivos en pacientes falleci -
dos, mientras los cultivos sélo el 22% de positividad.

45




RECOMENDACIONES

1. Utilizar la Naranja Acridina como método de ayuda diagnéstica
y establecerlo como laboratorio de rutina.

2. Hacer nuevos estudios sobre métodos nuevos que ayuden al diag
néstico tempranamente, asi como la utilizacion de Naranja
Acridina en otros Iiquides corporales (liquido cefalorraqui-
deo, orina, liquido pleural, etc.), y asi poder substituir los mé
todos actualmente usados. a

3. Investigar en futuros estudios la sensibilidad y especificidad de
los examenes de laboratorio bacterioldgicos del Hospital, para
comprobar la seguridad de los métodos y técnicas utilizadas.

4. Es de vital importancia la disponibilidad de un Microscopio de
Fluorecencia y el entrenamiento de personal calificado para la
implementacién de rutina de la técnica de Naranja Acridina, -
por el beneficio que conlleva la utilidad de éste.
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RESUMEN

Siendo la sepsis neonatal una de las principales causas de mor
bi-mortalidad en los servicios de neonatologia, todo estudio que ayu
de a la orientacién de un diagndstico temprano y ahorro de ti empo
para iniciar una terapia antimicrobiana eficaz, justifica por si’ mis-
mo todo trabajo como el presente.

Con este fin se estudiaron 50 neonatos con sospecha o  riesgo
de sepsis, a quienes se les efectud ademas de los examenes de labo-
ratorio de rutina (hematologia, proteina C reactiva, hemocultivo y
cultivo de LCR), un frote del estrato leucocitario femdo con Narun
ja Acridina, que es un colorante basico, a la vez fluorescente y me
tacromatico, siendo su caracteristica especial que colorea los aci-
dos nucléicos de las células somdticas, bacterias y otros microorga -
nismos.

Los resultados demuestran una superioridad de la Naranj a
Acridina sobre los exémenes de laboratorio de rutina, ya que pre -
sentd una positividad del 42% y los cultivos bacteriolégicos de sélo
24% del total de los pacientes estudiados, y una correlacién del -~
100% en pacientes con cultives positivos. Ademas se demostré que
sélo se necesitan 15 minutos para comprobar la infeccién ya que la
hematologia y proteina C reactiva tardan un promedio de 4 horas, y
solo orientan al diagnéstico, y los cultivos en promedio de 3 dias,
lo cual representa una diferencia marcada y significativa de  dcho-
rro de tiempo.

La sensibilidad fue de 88%, especificidad de 100% y certeza
predictiva para prueba positiva de 57%, y para prueba negativa de
100%, aclarando que los resultados bajos se deben a la tasa de po-
sitividad baja de los cultivos en el Hospital, ya que los  pacientes
que estaban clinicamente enfermos o que murieron, presentaron Na
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ranja Acridina positiva, mientras los resultados de cultivos, fueron

negativos.
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NARANJA ACRIDINA EN SEPSIS NEONATAL

Nombre del paciente: R.-M.

Cuna 3 Sexo: Servicio:

Fecha y hora de nacimiento:

Edad gestacional: APGAR:

Peso: Edad al inicio de signos y sintomas:

SIGNOS Y SINTOMAS:

Temperatura: Vomitos Cianosis: Ictericiaz
Decaimiento: _ Dif. Resp. Dist. Abd.
Diarrea: Dism. de reflejos de R. N,

Otros: especificar:

RIESGO DE SEPSIS: PUNTOS
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CENTRO DE - INVESTIGACIONES DE LAS CLENCIAS

DE LA SALUD
LABORATORIOS (CICS)
Hematologia: No. Eachas )
Proteina C reactiva No. : Fecha:
Hemocultivo: No. Fecha: o ‘ng.lDiSEE‘.s
Cultivo de LCR. No. " Fecha: Resuitado: = ot

1 i
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NARANJA ACRIDINA:
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