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como marcadores de infeccion neonatal
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Introduccion

La infeccion neonatal es una importante causa de mor-
bilidad en el periodo neonatal. Se han utilizado diferentes
parametros como marcadores de sepsis neonatal. La pro-
teina C reactiva (PCR) ofrece una alta especificidad en las
infecciones bacterianas pero su incremento no se observa
hasta 12-24 h después de iniciarse la infeccion neonatal.

Objetivo

Evaluar la utilidad de interleucina 6 (IL-6) y factor de ne-
crosis tumoral alfa (TNF-a) en el diagnoéstico precoz de la
infeccion neonatal bacteriana de transmision vertical.

Material y métodos

Se incluyeron 34 recién nacidos ingresados en la unidad
de cuidados intensivos neonatales con el diagnoéstico ini-
cial de dificultad respiratoria. En 12 recién nacidos se
constato la existencia de criterios clinicos de sepsis o neu-
monia (grupo I); en 6 con hemocultivo positivo. Los res-
tantes pacientes no cumplian criterios clinicos de infec-
cion (grupo II). Se determinaron a las 8,8 = 7,3 h de vida
niveles de IL-6, TNF-«, PCR e indice de (c¢/s). En 17 pa-
cientes se determinaron los mismos pariametros a las
67,4 = 24,8 h. Se utiliz6 test de Mann-Whitney en el anali-
sis estadistico. Se determiné la sensibilidad y especificidad
de los marcadores analizados.

Resultados

No se encontraron diferencias significativas en las va-
riables perinatales analizadas en ambos grupos. Al analizar
los marcadores de infeccion encontramos diferencias signi-
ficativas en: indice de c¢/s: (0,25 = 0,21 frente a 0,12 = 0,09;
p = 0,048), PCR primer control: 1,4 = 0,8 mg/dl frente a
1 £ 0,5 mg/dL; p = 0,036; segundo control: 3,8 = 1,8 mg/dl
frente a 1,4 = 1,1 mg/dL; p = 0,008; IL-6 primer control:
582,2 = 810,5 pg/ml frente a 31,3 * 24,2 pg/ml; p = 0,000.
Sensibilidad/especificidad (%): indice c/s: 41,6/83,6; PCR
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primer control: 16,6/90,9; PCR segundo control: 83,3/87,5;
IL-6 (punto de corte 6ptimo: 55 pg/ml): 100/72,7 y TNF-a:
16,6/85.

Conclusiones

La determinacion en las primeras horas de vida de
IL-6 contribuye de una forma mas rapida al diagndstico
de infecciéon neonatal que otros marcadores clisicos, de-
bido a su elevacion precoz. La determinacion precoz de
TNF-a ha mostrado, al igual que la PCR, una alta especifi-
cidad pero con escasa sensibilidad.
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INTERLEUKIN-6 AND TUMOR NECROSIS
FACTOR-A AS MARKERS OF
VERTICALLY-TRANSMITTED NEONATAL
BACTERIAL INFECTION

Introduction

Neonatal infection is a major cause of morbidity in the
neonatal period. Several parameters have been used to as-
sess neonatal sepsis. C-reactive protein (CRP) shows high
specificity for bacterial infections, but an increase in CRP
is often not detected until 12 to 24 hours after onset of the
infection.

Objective

To evaluate the usefulness of interleukin-6 (IL-6) and tu-
mor necrosis factor-a (TNF-a) in the early diagnosis of
vertically-transmitted neonatal bacterial infection.

Methods
Thirty-four newborns admitted to the neonatal intensive
care unit with an initial diagnosis of respiratory distress
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were included. Twelve newborns presented the criteria for
clinical sepsis or pneumonia (group I) and six had posi-
tive blood culture. The remaining patients did not present
the clinical criteria for infection (group II). IL-6, TNF-a,
CRP levels and the ratio between immature and mature
neutrophil count were assessed at 8.8 *+ 7.3 hours of life.
In 17 patients the same parameters were assessed at
67.4 + 24.8 hours of life. The statistical analysis was per-
formed using the Mann-Whitney test. The sensitivity and
specificity of these markers were assessed.

Results

No differences were found in the perinatal features of
either group. Analysis of markers of infection revealed the
following significant differences: ratio between immature
and mature neutrophil count: (0.25 = 0.21 vs 0.12 * 0.09;
p = 0.048), CRP first determination (1.4 = 0.8 mg/dL vs
1 = 0.5 mg/dL; p = 0.036), CRP second determination:
(3.8 = 1.8 mg/dL vs 1.4 *+ 1.1 mg/dL; p = 0.008), IL-6 first
determination: (582.2 = 810.5 pg/mL vs 31.3 * 24.2 pg/mL;
P = 0.000). Sensitivity/specificity (%): ratio between im-
mature and mature neutrophil count: 41.6/83.6; CRP
first determination: 16.6/90.9; CRP second determina-
tion: 83.3/87.5; IL-6 (optimum cut-off value: 55 pg/mL):
100/72.7, and TNF-«: 16.6/85.

Conclusions

IL-6 determination in the first hours of life is a more
sensitive early marker of neonatal infection than other
classical markers because of its early elevation. Like CRP,
early TNF-a determination has high specificity but low
sensitivity.

Key words:
Sepsis. Interleukin-6. Tumor necrosis factor-a. C-reac-
tive protein.

INTRODUCCION

La sepsis neonatal es una situacion clinica que requiere
una rapida actuacién e instauracién de una terapia antimi-
crobiana adecuada. Los sintomas iniciales suelen ser ines-
pecificos, y las manifestaciones respiratorias son las prime-
ras en presentarse. Desde hace aios, numerosos estudios
han buscado parimetros que puedan ser ttiles en el diag-
nostico precoz de estas infecciones. Algunos marcadores
clasicos ya conocidos son la relacion entre neutréfilos in-
maduros y totales o inmaduros/segmentados. También se
conoce la alta especificidad que presenta la proteina C
reactiva (PCR) en las infecciones neonatales; sin embargo,
su elevacion no se produce hasta pasadas 12 o 24 h de ini-
ciarse la infeccion, por lo que carece de sensibilidad en las
primeras horas!. En la actualidad diversos estudios han
mostrado la alta sensibilidad de determinadas citocinas
proinflamatorias en el cribado de la sepsis neonatal.

El factor de necrosis tumoral (TNF-a) es un trimero que
se produce en los macréfagos, linfocitos CD4 +y NK y
permanece en su superficie, actuando de depésito de re-
serva (pool) rapidamente movilizable en determinadas si-
tuaciones, entre las cuales destaca el contacto con lipo-
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polisacaridos bacterianos. También estd producido por
células de musculo liso, microglia, granulocitos, neutréfi-
los y algunas células tumorales. Los niveles de TNF-a se
elevan en procesos sépticos, enfermedades del tejido
conjuntivo, enfermedades infecciosas, brotes de esclero-
sis multiple (en liquido cefalorraquideo), rechazo de tras-
plantes, sindromes linfoproliferativos y en algunos tumo-
res solidos!2.

La interleucina 6 (IL-6) es un polipéptido de 184 ami-
nodcidos, glicosilada en posiciones 73 y 172, y fosforila-
da, que se produce en los monocito/macréfagos, endo-
telio vascular, mastocitos, queratinocitos, linfocitos T y
algunas lineas celulares tumorales. La IL-6 es un impor-
tante mediador en la respuesta sistémica precoz del hués-
ped a la infeccion. Alcanza picos maximos de concentra-
cion rapidamente tras el inicio de la bacteriemia, varias
horas antes de que comience la regulacion de la PCR
mediada por la propia IL-6. Numerosos estudios afirman
que las concentraciones de IL-6 son un marcador precoz
de sepsis neonatal. En la sepsis confirmada (sepsis clini-
ca + hemocultivo positivo) presenta una sensibilidad del
100 %. En relacion a la existencia de sepsis clinica (cir-
cunstancia que determina la instauracion de tratamiento
antibiético hoy dia) segtn estudios, la sensibilidad llega a
ser del 90% y la especificidad del 78-90%. Su combina-
cion con el TNF-a alcanza una sensibilidad del 98,5 %,
con especificidad del 90% y valor predictivo negativo de
90% (para valores de IL-6 mayores o iguales a 32 pg/ml y
TNF-a mayores o iguales a 12 pg/mD'™.

Hasta la fecha, el principal inconveniente en la utiliza-
cién de estas citocinas como marcadores de infeccion
neonatal ha sido su compleja determinacion; sin embargo,
nuestro grupo ha utilizado un método rapido mediante
enzimoinmunoandlisis quimioluminiscente. Nuestro obje-
tivo ha sido evaluar la utilidad de estos marcadores de-
terminados por esta técnica en el diagndstico precoz de la
infeccion bacteriana de transmision vertical.

MATERIAL Y METODOS

Se han incluido, durante un periodo de un ano, 34 re-
cién nacidos ingresados en la unidad de cuidados inten-
sivos neonatales con el diagndstico inicial de dificultad
respiratoria. Los recién nacidos se clasificaron en dos
grupos: grupo I, sepsis probada, clinica y/o neumonia; y
grupo 11, dificultad respiratoria sin origen infeccioso. Se
consider6 sepsis clinica en aquellos recién nacidos que
presentaban al menos un criterio de tres de las siguien-
tes categorias:

1. Palidez, ictericia.

2. Letargia, apnea, bradicardia, irritabilidad, convulsiones.
3. Taquipnea, disnea.

4. Hipotension, taquicardia, compromiso microcircula-

5. Vomitos, distension abdominal.
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6. Fiebre, inestabilidad de la temperatura corporal? y
en su evolucion posterior presentaron elevacion de algin
marcador analitico de infeccion (leucocitosis, indice de
neutréfilos inmaduros/neutréfilos y PCR).

Los parametros analiticos analizados en los dos grupos
fueron:

Indice de neutréfilos inmaduros/neutréfilos (¢/s).
PCR.

TNF-a.

IL-6. La primera determinacion para estos parime-
tros se realizo a las 8,8 £7,3 h de vida. Se realiz6 una se-
gunda determinacién en 17 pacientes (7 pertenecientes al
grupo Iy 10 al grupo 1D a las 67,4 £ 24,8 h de vida.

AN~

Para las determinaciones de PCR y citocinas se extraje-
ron 0,5 ml de sangre total. El suero se separé a los 30 min
de la extraccion y se proceso antes de 4 h, y se mantuvo

TABLA 1. Variables perinatales

Grupo sepsis  Grupo no sepsis p
(n=12) (n = 22)

Edad gestacional

(semanas) 341147 321+34 0,14
Peso (kg) 23%0,9 1,8£0,9 0,11
Riesgo infeccioso (%) 58,3 45,4 0,48
Corticoides anteparto (%) 58,3 68,1 0,57
Apgar al primer minuto

% =>5) 33,3 38,1 0,68
Apgar a los 5 min

% =7) 16,6 238 0,57
Reanimacion avanzada (%) 25 40,9 0,36
Ventilacién mecinica (%) 75 63,6 0,50
Mortalidad (%) 8,3 13,6 0,63

TABLA 2. Variables hematoldgicas y bioquimicas

Grupo sepsis  Grupo no sepsis p
(n=12) (n=22)

Leucocitos 123+4,7 11,8+ 6,8 0,44
Indice neutréfilos

inmaduros/neutrofilos 0,25 £ 0,45 0,12+ 0,21 0,05
PCR 1# (mg/dl) 14409 1£0,6 0,04
PCR 22 39+1,8 15412 0,01
IL-6 12 (pg/ml) 582,3 +810,9 31,3+24,2 0,00
IL-6 22 19,5+ 18 10,782 0,36
TNF-o 12 (pg/ml) 262 +17 19,6+ 17 0,12
TNF-a 22 15,5+ 10,4 132463 0,87
Hemocultivo positivo 6/12* 0/22

*Hemocultivo positivo (Streptococcus agalactiae (n = 2), Lysteria (n = 1), E. coli
(n=1), Haemophilus (n= 1), Staphylococcus coagulasa negativo (n = 1).
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durante ese tiempo a 4 °C. En los casos en que las deter-
minaciones fueron procesadas en un periodo de tiempo
superior a 4 h, se procedié a congelar alicuotas de suero
a una temperatura de —20 °C, hasta su procesado. Se de-
terminé la PCR mediante equipo Dimension® (Dade-Beh-
ring®, Newark, EE.UU.). Para la determinacion de IL-6 y
TNF-a, se utiliz6 enzimoinmunoandlisis quimioluminis-
cente en aparato automatizado Immulite® (DPC®, Los
Angeles, EE.UU.). Para determinar el indice ¢/s se extra-
jeron 0,5 ml de sangre total en dcido etilendiaminotetra-
acético (EDTA) tripotdsico. Se realizé hemograma en un
equipo CellDyn-3500® (Abbott®, EE.UU.) y extension en
porta y tincién May-Grunwald-Giemsa y lectura de for-
mula leucocitaria sobre 200 células nucleadas en micros-
copio optico.

En el andlisis estadistico se utilizé el test de la U de
Mann-Whitney en la comparacion de los distintos para-
metros en los dos grupos establecidos. Se determiné la
sensibilidad y especificidad de estos pardmetros utilizan-
do como punto de corte 2 desviaciones estindar (DE) en
relacion a la normalidad establecida en un grupo control
con las mismas técnicas analiticas®. En relacion a IL-6
también se utilizé un punto de corte establecido en la li-
teratura especializada* y un corte éptimo segtin curva
ROC (received operator characteristic). Para el indice ¢/s
se consideré como punto de corte el establecido habi-
tualmente en la literatura (0,2)°.

Se recogio consentimiento informado de los padres de
los recién nacidos incluidos en el estudio. El protocolo
fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Univer-
sitario Miguel Servet de Zaragoza.

RESULTADOS

Al analizar las distintas variables perinatales en los dos
grupos en estudio se observa que no existen diferencias
significativas entre ambos (tabla 1).

En relacién a las variables hematologicas y bioquimicas
no se encontraron diferencias significativas para el re-
cuento leucocitario, 1L-6 en el segundo control y TNF-a
en ninguna de las dos determinaciones. La PCR en el pri-
mer control mostraba diferencias significativas discretas
que aumentaban de manera considerable en el segundo
control realizado. En los pacientes diagnosticados de sep-
sis clinica se confirmo la existencia de elevacion de la
PCR y/o el indice ¢/s en las 72 h posteriores. Por el con-
trario, la IL-6 en el primer control mostraba una diferencia
muy significativa que desaparecia con las horas de evolu-
cion. En el caso del TNF-q, si bien existe una tendencia
a un nivel mayor en el grupo de sepsis, las diferencias
no fueron significativas (tabla 2).

Con los puntos de corte citados se observa que el indi-
ce ¢/s posee una mayor sensibilidad que la PCR, si bien
esta prueba esta sometida a la subjetividad del examina-
dor y a errores aleatorios de muestreo. Tanto el indice ¢/s
como sobre todo la PCR mostraron una importante espe-
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cificidad en las primeras horas de vida; 83,6 y 90,9%, res-
pectivamente. La sensibilidad de la PCR era solamente del
16,6 % en las primeras horas de vida. Sin embargo, su
determinacion seriada demostré su utilidad, ya que la
sensibilidad ascendia hasta el 83,3% a los 2 dias de vida.
El TNF-a mostré un comportamiento semejante a la PCR
en este estudio con una sensibilidad del 16,6% y especi-
ficidad del 85 % en la primera determinacién, pero en
este caso sin existir una mejoria de la rentabilidad de este
parametro con su determinacion seriada (tabla 3).

En la tabla 3 se recoge igualmente la sensibilidad y es-
pecificidad de la IL-6 segin los distintos puntos de corte
establecidos. La utilizacién del punto de corte de 2 DE,
si bien posee una sensibilidad del 100 %, muestra una
escasa especificidad. Hasta unos niveles de 50 pg/ml
existe una sensibilidad del 100% en nuestro estudio con
una especificidad creciente. Nuestro punto 6ptimo de
corte, 55 pg/ml, ofrece una sensibilidad del 91,6% en las
primeras horas de vida y una especificidad del 77,2 %.
Finalmente niveles superiores a 75 pg/ml muestran una
especificidad del 100%. El valor predictivo positivo para
55 pg/ml fue del 64,7 % y el valor predictivo negativo
del 94,1 %.

DiscusiON

La sepsis neonatal presenta una incidencia de 1-10 ca-
sos por cada 1.000 nacidos vivos y una alta mortalidad”.
En los recién nacidos de muy bajo peso la incidencia de
sepsis es mucho mayor: hasta un 3% de sepsis precoz y
un 9% de sepsis tardial. Debido que el prondstico va a
depender en gran medida de una terapia antimicrobiana
adecuada, es necesario disponer de indicadores sensibles
y especificos en las primeras etapas de la enfermedad.

Como se ha senalado, hasta hace unos anos el marca-
dor bioquimico mas especifico era la PCR; sin embargo,
su sensibilidad es muy escasa en las primeras horas de
vida en el caso de infecciones de transmision verticall4.
En la actualidad diversos estudios han mostrado la alta
sensibilidad de determinadas citocinas proinflamatorias
en el cribado de la sepsis neonatal'#89. En el caso de la
IL-6 se ha comunicado una sensibilidad mayor al 90 %!
en las primeras horas de vida. La IL-6 es un importante
mediador en la respuesta sistémica precoz del huésped a
la infeccion. Alcanza picos maximos de concentracién
tras el inicio de la bacteriemia, ya que se trata del primer
mediador de inflamacion en estos procesos, varias horas
antes de que comience la regulacion de la PCR mediada
por la propia IL-6. Sin embargo, su vida media es corta y
desciende de manera progresiva tras alcanzar su pico,
mientras que otros mediadores permanecen elevados'™.
En nuestro estudio se confirma la utilidad de aquellos
marcadores clésicos de infeccién como el indice de neu-
trofilos inmaduros/neutréfilos y la propia PCR; pero,
como otros autores habfan sefalado estos marcadores ca-
recen de sensibilidad de forma precoz*. La utilidad de la
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TABLA 3. Sensibilidad y especificidad

Sensibilidad (%) Especificidad (%)

Indice neutrofilos

inmaduros/neutréfilos 41,6 83,6
PCR 1% 16,6 90,9
PCR 2% 83,3 87,5
TNF-o 12 16,6 8,5
IL-6 > 17,86 pg/ml 100 40,9
IL-6 > 50 pg/ml 100 72,7
1L-6 > 55 pg/ml 91,6 77,2
1L-6 > 75 pg/ml 83,3 100

Punto de corte: indice neutrofilos inmaduros/neutrofilos: 0,2; PCR: 2,1 mg/dl;
TNF-a: 32,1 pg/ml.

PCR se encuentra en la realizacion de determinaciones
seriadas, ya que sus concentraciones séricas se incremen-
tan a partir de las 12-24 h de iniciarse la infeccién; en
concreto, en nuestra serie la PCR en el primer control
mostraba diferencias significativas discretas que aumenta-
ban de manera considerable en el segundo control reali-
zado y su sensibilidad se incrementaba del 16,6 al 83,3 %.
Por el contrario, la IL-6 muestra diferencias muy signifi-
cativas entre los recién nacidos con y sin criterios de in-
feccion en la determinacion mas temprana con una sensi-
bilidad de un 91,6% y una especificidad préxima aunque
algo menor a la PCR para un punto de corte 6ptimo de
55 pg/ml. La utilizacién de un punto de corte en 2 des-
viaciones estindar (DE) en relacién a nuestros controles
de normalidad®, si bien posee una sensibilidad del 100%,
muestra una escasa especificidad, probablemente, y
como se ha comunicado por su elevacion en situaciones
de estrés perinatal'®. Hasta unos niveles de 50 pg/ml exis-
te una sensibilidad del 100% en nuestro estudio con
una especificidad creciente. Niveles de IL-6 mayores de
75 pg/ml son sinénimo de infeccién neonatal, ya que la
especificidad es de un 100 % a partir de ese punto. Sin
embargo, sin necesidad de descender excesivamente el
nivel de corte, lo que irfa en detrimento de la especifici-
dad, diversos autores han encontrado un aumento de la
sensibilidad hasta practicamente el 100 % al combinar
IL-6 con PCR o IL-6 con TNF-a?4. En el caso de TNF-a,
si bien existe una tendencia a un nivel mayor en el gru-
po de recién nacidos afectados de sepsis, su determina-
cion en las primeras horas ha mostrado al igual que la
PCR una elevada especificidad con escasa sensibilidad.
Todos estos datos corroboran la utilidad de IL-6 en el
diagnostico precoz de sepsis neonatal. Los primeros es-
tudios con IL-6 utilizaron bien complejas técnicas con cul-
tivos celulares® o ELISA!, técnica que dificulta por crite-
rios econémicos la determinacién precoz. Sin embargo,
en nuestro estudio, como ya se ha comunicado en la li-
teratura® se ha utilizado una técnica de enzimoinmuno-
andlisis quimioluminiscente que permite una determina-
cién independiente para cada muestra sin incrementar los
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costes requiriendo menos de una hora; con resultados
como se ha comprobado superponibles a los obtenidos
con técnicas mas complejas.

En la actualidad, otros marcadores, incluidas otras ci-
tocinas como la IL-8, han demostrado su utilidad como
marcadores de infecciones bacterianas!!. En relacion a las
infecciones neonatales diversos autores han demostrado
la utilidad de la procalcitonina (PCT), precursor de la
hormona calcitonina, en su diagnéstico precoz!>15; sin
embargo, existen autores que han confirmado la eleva-
cion significativa de dicho marcador en la sepsis neonatal
con una alta sensibilidad en las primeras horas de la bac-
teriemia, pero con escasa especificidad, especialmente
en recién nacidos prematuros, como consecuencia de su
elevacién en otras situaciones como el sindrome de difi-
cultad respiratoria y en casos de fallo hemodinamico!®17.
Se ha comunicado una mayor sensibilidad de la PCT
frente a IL-6 y otras citocinas en las infecciones bacteria-
nas en nifios entre 7 y 36 meses de edad'®; sin embargo,
el tnico estudio que hasta la fecha compara la utilidad de
la PCT con citocinas demostraba una mayor sensibilidad
y especificidad de IL-8 y PCR frente a la PCT?!.

Una de las posibles ventajas de la determinacién de
IL-6 debido a su elevacion tan precoz es la utilidad
de esta determinacion en muestras de vena umbilical; 1o
cual, como han demostrado muchos autores, permite
predecir qué recién nacidos pueden presentar sepsis pre-
coz de una forma mis efectiva que marcadores clasicos
como la corioamnionitis'®24. Incluso en recién nacidos
prematuros, a pesar de la menor elevacion que experi-
menta la IL-6 en relacion a recién nacidos a término?, se
ha confirmado que existe una elevacién significativa en
aquellos que desarrollan sepsis precoz, y existe ademds
una correlacion positiva entre sus niveles y el grado his-
tologico de corioamnionitis?!.

En resumen, hay que sefalar que la determinacion en
las primeras horas de vida de IL-6, y posiblemente de
otras citocinas, contribuye de una forma mas rapida que
otros marcadores cldsicos al diagnéstico de infeccion
neonatal de transmision vertical, ya que sus valores se
elevan rdpidamente. La limitacién que supone la ele-
vacion transitoria de dicho pardmetro se puede superar
asociando otros marcadores como la propia PCR o la
PCT, que se mantienen elevados de forma mas prolon-
gada13.14,
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