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INTRODUCCION

1. INTESTINO DELGADO

1.1. ANATOMIA DEL INTESTINO DELGADO

El intestino delgado es la parte del aparato digestivo que se extiende desde el esfinter
pilérico del estobmago hasta la valvula ileocecal que marca el comienzo del intestino grueso.
Comprende 3 porciones dispuestas secuencialmente, denominadas duodeno, yeyuno e ileon.
En el intestino delgado tiene lugar la funcidn digestiva iniciada en el estdbmago y la absorcion

de los nutrientes a partir de los alimentos ingeridos.

1.1.1. SUPERFICIE ABSORTIVA

Existen diferentes grados de plegamiento que aumentan la superficie absortiva de la
mucosa intestinal de forma exponencial. Los pliegues circulares o valvulas de Kerckring, las

vellosidades intestinales, glandulas intestinales, las microvellosidades y el glucocalix.

VALVULAS DE KERCKRIN

Pliegues circulares que afectan a la mucosa y submucosa, capas que conforman el
intestino delgado. Se denominan valvulas conniventes o pliegues de Kerckring. Se encuentran
a lo largo de todo el intestino delgado, a expecion de los 5-6 primeros cm del duodeno. Estos
pliegues se encuentran especialmente bien desarrollados en el duodeno y en el yeyuno, donde
a menudo sobresalen 1 cm hacia a luz intestinal. Aumentan unas 3 veces la superficie del

intestino delgado (hasta ~0.5-1 m2).

VELLOSIDADES INTESTINALES

Sobre la totalidad del intestino delgado, existen millones de pequefias proyecciones
difitiformes de mucosa, denominadas vellosidades intestinales. Sobresalen 0,5-1,5 mm en la
luz intestinal. Grandes y numerosas en el duodeno y en el yeyuno, y menores y menos
abundantes en el ileon. Entre las vellosidades intestinales encontramos las criptas o glandulas

de Lieberkiihn, existiendo siempre continuidad entre el epitelio de las vellosidades y el de las
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INTRODUCCION

criptas. La presencia de dichas vellosidades hace que el area de absorcion aumente entre 6-14

veces la superficie del intestino delgado (hasta ~10 m®).

MICROVELLOSIDADES INTESTINALES

Las células epiteliales, enterocitos, que conforman el epitelio de la mucosa de
dichas vellosidades, en su cara luminal presentan, a su vez, multiples evaginaciones
conformando una ultraestructura caracteristica de un epitelio absorbente, denominado ribete
en cepillo. Se constituye por unas 3000 microvellosidades por célula, aumentando la

superficie intestinal entre 20-35 veces (hasta ~200 m?).

GLICOCALIX

Y por ultimo, asociados al dominio externo de la membrana de cada
microvellosidad encontramos glucoproteinas y glicolipidos que conforman lo que se conoce
como glicocalix y que cumplen un importante papel funcional en las etapas finales del

proceso digestivo (Kierszenbaum AL et al 2008).

En resumidas cuentas, esta caracterizacion especial de la mucosa en pliegues, éstos
en vellosidades, la membrana apical del enterocito en microvellosidades, y la de éstas en
glicocalix no posee otro fin que el de aumentar la superficie de absorcion intestinal hasta

llegar a dimensiones préximas a los 200m* (Garcia P et al 2000).

1.1.2. ESTRUCTURA EN CAPAS

La pared intestinal estd formada desde la luz intestinal hacia fuera por las capas

siguientes: mucosa, submucosa, muscular y serosa:

CAPA MUCOSA

Estd en contacto con los componentes alimenticios. La mucosa establece una
barrera de proteccion (el epitelio) entre el exterior del organismo (la luz del tubo) y el resto de
los tejidos. Ademas, la mucosa del tubo digestivo cumple con las funciones de absorcion de
los principios inmediatos resultado de la digestion y de secrecion de productos (enzimas
digestivas, moco, hormonas...).

La capa mucosa, desde la luz intestinal hacia fuera, esta formada por epitelio de
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revestimiento, lamina propia v muscular de la mucosa. Destacan dos accidentes

fundamentales:

Vellosidades intestinales. Formadas por:

Epitelio cilindrico simple en su superficie.
Tejido conectivo laxo en el centro (forma parte de la ldmina propia) y un capilar

linfatico que se origina en un fondo de saco ciego: vaso quilifero central.

Criptas de Lieberkiithn (glindulas intestinales): Son invaginaciones tubulares que se

originan a la altura de la base de la vellosidades y que atraviesan toda la lamina propia hasta

la muscular de la mucosa (gl. simples tubulares).

Describimos las distintas subcapas de la mucosa atendiendo a los tipos celulares:

a. Epitelio de revestimiento: El epitelio de revestimiento del intestino delgado es un

epitelio cilindrico simple en el que se distinguen los siguientes tipos celulares:

Enterocitos. Son células cilindricas-prismaticas altas con nicleo ovalado situado en
los 2/3 inferiores de la célula.

Su membrana apical tiene gran cantidad de microvellosidades cubiertas por un
glicocalix grueso (con el M. O se ven como una zona irregular llamada chapa estriada
o ribete en cepillo) sobre el que se deposita una capa de moco (secretado por las

células caliciformes).

Las paredes laterales de la célula presentan los diversos elementos de los complejos
de union y abundantes prolongaciones citoplasmaticas que se interdigitan con las

de las células vecinas.

La funciéon de estas células es doble: secretar enzimas, que forman parte del
glicocalix y llevan a cabo la digestion terminal de los alimentos, y agua y electrolitos
(esta funcion es propia de los enterocitos de las criptas de Lieberkiihn); y absorber

los liquidos y los productos de la digestion final.

Como las células del epitelio estan unidas por uniones ocluyentes, el paso de los
diversos productos desde la luz intestinal hasta los vasos de la lamina propia se hace a
través de los enterocitos gracias a la existencia de sistemas de transporte activo

especificos para los diversos productos.

Células caliciformes. Son glandulas unicelulares secretoras de moco. Su cantidad

aumenta desde el duodeno hasta el final del ileon.
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¢ Células endocrinas. Son células que forman parte del sistema endocrino difuso. Se

localizan entre los enterocitos y las células caliciformes, fundamentalmente en las
bases de las vellosidades intestinales, aunque la mayoria de las células endocrinas
intestinales estan en las criptas de Lieberkiihn. Sintetizan diversos tipos de hormonas

(colecistoquinina, secretina, somatostatina, péptido intestinal vasoactivo, motilina...).

e Células M: Son células epiteliales que se encuentran asociadas a las placas de Peyer.
Se encargan de captar antigenos de la luz intestinal que introducen en la célula por
medio de vesiculas endocitoticas y son transportados hasta el espacio intercelular del

epitelio donde se ponen en contacto con linfocitos que se encuentran alli.

¢ Linfocitos: la membrana epitelial orientada a la luz intestinal contiene numerosos
linfocitos intraepiteliales, mecanismo de defensa contra la posible invasion por

microorganismo patogenos.

Criptas de Lieberkiihn. Las células que forman la pared de la cripta de Lieberkiihn
son continuacién de las del epitelio de revestimiento de la vellosidad: La mitad
superior de la pared de la cripta estd compuesta de enterocitos y de células
caliciformes; la mitad inferior de la pared de la cripta estd formada por células
endocrinas y por dos tipos de células que no aparecen en el epitelio de

revestimiento:

¢ Células de Paneth. se localizan en la zona basal de la cripta con forma piramidal.

Tienen un papel en el control de la flora bacteriana intestinal ya que el producto de
secrecion principal es una enzima bacteriolitica llamada lisozima. Ademas tienen

capacidad de fagocitar bacterias.

¢ Células madre. Son la mayor parte de las células de la pared de en la mitad inferior
de la cripta. Son células cilindricas bajas indiferenciadas. Conservan la capacidad de
proliferar y son las responsables de la renovacion del epitelio: el epitelio se renueva

cada 5-6 dias. Se diferencian y se transforman en el resto de los tipos celulares.

b. Lamina propia: Es un tejido conectivo laxo que encontramos en el centro de las

vellosidades intestinales y rodeando a las criptas de Lieberkiihn. En la lamina propia se
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encuentran abundantes vasos sanguineos y linfaticos, fibroblastos, alguna fibra muscular
lisa y células del sistema inmunitario. La cantidad de tejido linfoide aumenta en direccion
al ileon, pudiendo invadir la submucosa, donde encontraremos auténticos agregados
linfoides que constituyen las denominadas placas de Peyer (grandes conglomerados de

nodulos linfoides y tejido linfoide difuso).

c. Muscular de la mucosa: Esta formada por dos capas delgadas, una circular interna y otra
longitudinal externa, de fibras musculares lisas. Algunas fibras musculares lisas de la
muscular de la mucosa se extienden hasta la lamina propia de las vellosidades

intestinales.

CAPA SUBMUCOSA

Estd formada por un tejido conjuntivo laxo en el que se encuentran los vasos
sanguineos, linfaticos y los nervios. Las denominadas glandulas de Brunner se encuentran en
esta capa, a lo largo del dudodeno, y su funcidén es secretar mucus protector para su adhesion

a la capa mucosa.

CAPA MUSCULAR

Consiste en una fina banda de tejido muscular liso longitudinal externa y otra gruesa
circular e interna. Tiene por funcion realizar los movimientos de segmentacion y peristaltismo

responsables de que el contenido del intestino se mezcle y avance a lo largo del mismo.

CAPA SEROSA

Constituida por el peritoneo visceral. Su funcion no es otra que recubrir la superficie

de la pared intestinal.

1.2.FUNCION INTESTINAL

La funcion del intestino delgado es la digestion y absorcion de nutrientes
potencialmente beneficiosos, pero al mismo tiempo debe restringir el acceso de sustancias
nocivas al organismo. Hemos de tener en cuenta que el tracto gastrointestinal, debido a los

pliegues y vellosidades del intestino delgado, constituye la mayor superficie de interaccion
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entre el hombre y el medio ambiente, entre el medio interno y el medio externo, por lo que es
necesario que exista una barrera intestinal intacta que actie de forma selectiva, compuesta

por diferentes elementos.

1.2.1. BARRERA INTESTINAL

La barrera intestinal estd formada por constituyentes no inmunoldgicos:

peristaltismo, acido gastrico, enzimas digestivas, mucus, microflora entérica y el epitelio
intestinal, y constituyentes inmunolégicos: tejido linfoide asociado al intestino (GALT) y el

sistema inmune. Dichos constituyentes de desarrollan a continuacion (Martin CR et al 2012).

DEFENSA NO ESPECIFICA

Constituida por enzimas digestivas, movimiento peristalsis, Inmunoglobulina A (Ig
A) producida por las células plasmaticas de la lamina propia, y un componente importante
como el moco intestinal constituido por agua, electrolitos, mucina, inmunoglobulinas (Ig A)
glicolipidos y albumina (Neu J et al 2003). E1 moco intestinal general una capa protectora que
atrapa bacterias impidiendo su contacto directo con las células epiteliales y favoreciendo su
eliminacion. La mucina es su componente principal generado por las células caliciformes,
dicha produccién se ve incrementada por hormonas, mediadores inflamatorios y factores

derivados de microbios (Dharmani et al 2009).

INTERACCIONES CELULA-ANTIGENO: Inmunidad Innata de la mucosa intestinal.
péptidos antimicrobianos generados por células de Paneth y otras células del intestino en

respuesta a antigenos patdgenos.

INTERACCION CELULA-CELULA:

Existen dos tipos de mecanismo de transporte que regulan el paso de sustancias a

través de la membrana epitelial: paracelular y transcelular (Groschwitz et al 2009) (Figura 1).

El movimiento electrolitico a través de las células epiteliales se denomina
transporte transcelular, activo o pasivo. El enterocito capta la molécula por endocitosis con

posterior salida hacia la serosa.
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Mientras que el movimiento electrolitico a través de la uniéon estrecha se

denomina transporte paracelular, siempre pasivo, siendo €ste en el que nos centraremos.

Figura 1. Vias de transporte a través del epitelio intestinal.

Via paracelular Via transcelular

Luz|intestinal

Epitelio
intestinal

Capilar

Las células epiteliales estan unidas entre si a través de complejos de union,
localizados en la membrana lateral de las células. Estos complejos de union son “policias™ del
intestino, impidiendo el paso de macromoléculas y permitiendo el de fluidos, electrolitos y

péptidos pequeiios.
Los complejos de unidn son de arriba abajo (Figura 2):

- Unidn estrecha o zona ocludens.
- Unidn intermedia o zona adherens.

- Desmosomas.
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tes

aje y comunican
(Tomado de Kierszenbaum AL et al 2012).
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la principal barrera dentro del transporte

e

Union estrecha o zona ocludens, representa

paracelular, responsable del desarrollo del “intestino permeable” y cuya alteracion se ha

visto que juega un papel primordial en el desarrollo de la patologia neonatal y enfermedades

pediatricas.
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UNION ESTRECHA O ZONA OCLUDENS:
Se le atribuye la funcion de barrera regulando el paso selectivo de particulas y solutos
a través del espacio intercelular, asi como el mantenimiento de la polaridad celular

diferenciando las membranas apical y lateral de la célula.

Esta constituida por proteinas integrales o “porteros” que modulan la permeabilidad,
por proteinas que anclan el complejo al citoesqueleto y proteinas citosdlicas y
nucleares que regulan la transcripcion. Este grado de complejidad se correlaciona con

la funcion de barrera.

La unidn estrecha es una estructura DINAMICA, tiene la propiedad de ajustarse a las
demandas fisioldgicas o patologicas, a través de su grado de fosforilacion,
modificando la contraccion y apertura de las uniones con los consiguientes cambios

de permeabilidad.

Figura 3: Esquema de la funcion de la union estrecha.

(Tomado de: Sawada et al 2003)

Tight
junction

Fence function Barrier function
Selective channels

Paracellular
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2. PERMEABILIDAD INTESTINAL

2.1.DEFINICION

La integridad de la barrera intestinal puede ser estimada a través de la investigacion

de la permeabilidad intestinal.

La permeabilidad se puede definir como el flujo de un soluto a través de una unidad
de area de membrana en un tiempo dado (Lifschitz et al 1990). No es sindonimo de absorcion,
en la que ocurre el flujo de un soluto en un tiempo dado, sin relacion con el area de
membrana. También puede afirmarse que la PI es la facilidad por la que la superficie la
mucosa intestinal puede ser penectrada por constituyentes especificos en un tiempo
determinado. No obstante el concepto mas apropiado corresponde a la propiedad que
presenta la mucosa digestiva para modificar la penetracion de un soluto a través de la
pared intestinal, especialmente en relacion a las moléculas hidrosolubles no sujetas a

una absorcion activa o facilitada (Beach RC et al 1985).

2.2. MEDIDA

La medicion directa de la PI es dificil, pero se puede medir indirectamente a través

de la ratio disacarido (via paracelular) / monosacarido (via transcelular) en orina tras la

ingestion oral [Lactulosa/manitol]. En el intestino enfermo en el que se altera la funcion de
barrera, la permeabilidad a la lactulosa puede verse incrementada y la del manitol disminuida,

resultando en un incremento de dicha ratio.

2.3.PERMEABILIDAD Y MADURACION INTESTINAL

La maduracion intestinal es un proceso dinamico y continuo desde la etapa fetal hasta

la nifiez (Wagner et al 2008).

Un dato a destacar es que el intestino dobla su longitud en el Gltimo trimestre del

embarazo, nutriéndose a través de la placenta pero también por el liquido amnidtico. De
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hecho el 15% de la nutricion es proporcionada por proteinas, carbohidratos, lipidos y

electrolitos procedentes de liquido amnidtico (Wagner CL et al 2004.

El liquido amnidtico ademas contiene factores de crecimiento, y factores inmuno-

moduladores para el crecimiento del feto, y especificamente del intestino fetal.

La madurez intestinal puede ser medida a través de la permeabilidad intestinal de

forma inversa.

Un intestino inmaduro como el del recién nacido, mas aun en el prematuro, presenta
una elevada permeabilidad intestinal que disminuira progresivamente a lo largo de las
primeras semanas de vida segun se produzcan los cambios madurativos propios de dicho

periodo.

Esto fue ya descrito por Beach et al en 1982, cuando demostré un estado de
hiperpermeabilidad intestinal en el periodo neonatal inmediato en recién nacidos
pretérminos (RNPT) sanos, resultado de una inmadurez intestinal fisidélogica, describiendo ya
entonces que dicho proceso de disminucion de la PI en las primeras semanas de vida era

menos acentuado en recién nacidos con un “trauma neonatal” como sepsis o asfixia.

La permeabilidad intestinal no esta relacionada con la edad gestacional o peso al
nacimiento, pero es mas alta durante los 2 primeros dias tras el nacimiento que
posteriormente. Siendo solo en ese periodo donde los niveles medidos en el RNPT son mas
altos que en el recién nacido a término (RNAT), hecho que sugiere la rapida adaptacion
postanatal del intestino del prematuro (Van Elburg RM et al 2003). El aumento de
permeabilidad en el recién nacido puede ser debido estructuralmente a una expresion
incompleta de las proteinas de unidén que conforman la unidn estrecha (Kelly D et al 2000;

Teitelbaum JE et al 2005).

La mayor permeabilidad se produce de forma fisioldgica con el fin de permitir el
transporte de macromoléculas y favorecer el desarrollo del sistema de tolerancia
inmunoldgica, pero a su vez tiene como inconveniente el aumento de penetracion de agentes
infecciosos que pueden favorecer tanto la infeccion, la inflamacion y la hipersensibilidad

sistémica.

El “cierre intestinal” (GUT CLOSURE), referente a la absorcion de macromoléculas,
estd determinado por factores dietéticos, hormonales y probablemente programados
genéticamente. Un intestino maduro se considera un intestino “closed” con uniones estrechas
bien formadas y disminucion de la permeabilidad, permitiendo una absorcidén selectiva

(Taylor SN 2013).
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El momento del cierre intestinal, se sugiere entre 24 horas y semanas tras el
nacimiento, consecuencia de la rapida adaptacion intestinal a las circunstancias extrauterinas,
siendo la principal la alimentacion, no otros factores como el sexo, peso al nacer o edad

gestacional, aunque es cuestionado (Van Elburg et al 2003).

2.4.FACTORES POSTNATALES QUE INFLUYEN EN MADURACION
INTESTINAL Y PERMEABILIDAD INTESTINAL

Postnatalmente distintos factores son los que influyen en el proceso de adaptacion
intestinal a las circunstancias de la vida extrauterina (Van Elburg 2003, Taylor SN 2013,
Westerbeek et al 2013).

NUTRICION
Caracteristicas nutricion enteral

La alimentacion enteral es definida como una fase crucial tras el nacimiento en el
proceso de maduracion intestinal modulando el aumento de masa intestinal (Shulman RJ et al

1998; Rouwe EV et al 2002).

Situaciones como la intolerancia de la alimentacion enteral o el temor al desarrollo
de enterocolitis necrotizante (NEC), alargan en el tiempo la situacion de “inanicion

intestinal”.

En las unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN), la deprivacion de Ia
nutricion enteral, a expensas de nutricion parenteral prolongada, se ha asociado con cambios
en la estructura y funcion del intestino. De forma que el retraso en la alimentacion enteral en
los recién nacidos de muy bajo peso al nacimiento produce una alteracion de la barrera
mucosa que puede predisponer a la translocacion bacteriana, y aumenta el riesgo de patologia
relacionada con atrofia intestinal (Kudsk KA 2002, King C 2005). Ha sido demostrado el
beneficio de la alimentacion tréfica en los prematuros de riesgo, la cual ha reducido el ratio
de sepsis pudiendo ser debido a la reduccion de dicha translocacion bacteriana (McClure et al
2002). Pequeiias cantidades, como un promedio de 24 ml, en los primeros dias tras el
nacimiento se ha correlacionado con un aumento significativo de los niveles plasmaticos de

enteroglucagoén, hormona que promueve el trofismo del intestino delgado (King C 2005).

Recientes estudios realizados respaldan que la alimentacion temprana no se asocia a

dafio, es mas, la asocian con una disminucion del tiempo en alcanzar la nutricidon enteral
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total, con una mejoria de la tolerancia alimentaria y una disminucion en el tiempo de estancia
hospitalaria (Simmer K et al 2007; Ronnestad A et al 2005; Morgan J et al 2014, Tyson JE et
al 2005).

Shulman y colaboradores en 1998 demuestran que la alimentacién enteral temprana
en recién nacidos pretérmino se ha asociado a una reduccion de la permeabilidad intestinal a
los 10 dias de vida, mientras que la alimentacién con lactancia materna (vs formula) fue
asociada con una disminucion de la permeabilidad a los 28 dias de vida, sin efecto alguna

sobre la misma la alimentacion continua vs en bolo.

Sin embargo, trabajos recientes como Colomé G 2007, demuestran que no influye el
tipo de alimentacion en la permeabilidad intestinal de los recién nacidos pretérmino a los 30

dias de vida.

Aun asi el papel protector de la lactancia materna en el desarrollo intestinal esta
claramente definido. Es indiscutible el excelente valor nutricional de la lactancia materna, la
cual ofrece multiples beneficios en relacion a la absorcion y metabolismo, favorece un
desarrollo adecuado de la microbiota intestinal, promueve la maduracion intestinal, disminuye
el riesgo de infecciones y procesos alérgicos, ¢ influye de forma positiva en el desarrollo

cerebral y de otros 6rganos (Kramer MS et al 2004).

Glutamina:

Recién nacidos de muy bajo peso al nacimiento, y aquellos gravemente enfermos, se
han visto con frecuencia privados de glutamina, un aminoacido esencial, con funciones
conocidas en el mantenimiento de la mucosa, modulacion de la inflamacién y el metabolismo
energético. Ademas mejora la funcioén de la barrera intestinal debido a su implicacion en la

sintesis de los aminoacidos necesarios para conformar las uniones estrechas.

Dos ensayos clinicos controlados y aleatorizados evalian el efecto de Ia
suplementacion con glutamina en la permeabilidad intestinal en el recién nacido pretérmino.
En ambos se suplement6 via oral diariamente desde el dia 3-30 versus placebo. Van del Berg
A et al 2006, no encontro efecto en la disminucion de PI, con un factor de confusion que fue
la alta ingesta de lactancia materna en ambos grupos, aunque ellos, a diferencia de otros
estudios previos, no objetivan una menor permeabilidad con un consumo mayor de leche
materna. Quizas la suplementacion con glutamina disminuye la permeabilidad intestinal en
prematuros alimentados con férmula y, debido a la alta ingesta de lactancia materna en ambos
grupos, no encontraron diferencias significativas. Sevastiadou S y col. en 2011, por el

contrario objetivan una disminucion de la PI en el grupo suplementado respecto al control a
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los dias 7 y 30. Demostrando ademas menor tasa de NEC y septicemia en grupo
suplementado. Por lo tanto, mantienen que la glutamina (de la leche humana o suplementada

en formula artificial) juega un papel importante en la madurez intestinal (Taylor SN 2013).

Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1)

Estudios evaluan el efecto del factor de crecimiento similar a insulina (IGF-1),
factor de crecimiento presente en liquido amnioético y leche humana, como factor que
interviene en el desarrollo y maduracion intestinal. No pudiendo concluir su efecto como
promotor del crecimiento por si solo, pero si ejerciendo probablemente un papel de sinergia,
junto a otros factores de crecimiento y hormonas de la leche materna (Corpeleijn WE et al

2008).

Acidos grados poliinsaturados (PUFAs)

Los PUFAs, ademas de formar parte de la membrana celular, influyen en Ia
maduracion intestinal mejorando su diferenciacion, reduciendo la permeabilidad transcelular

y pueden también mejorar la formacion de uniones estrechas (Yamagata et al 2003).

La fraccion lipidica de la leche humana (3-5%) contiene un 13-15%, siendo el

balance n3-n6 LC PUFAs el 6ptimo.

MICROBIOTA INTESTINAL

Aproximadamente 100 billones de organismos comprenden tipicamente Ia
microbiota intestinal, mas del 99% son anaerobios. Es de destacar, que la microbiota de cada
individuo solo supone el 15% de las mas de 1000 especies de bacterias intestinales descritas,

lo que se traduce en una amplia variabilidad interindividual (Putignani L et al 2014).

El dogma de un medio estéril intrauterino se ha visto cuetionado recientemente al
encontrarse bacterias en las membranas placentarias (Aagaard et al 2014, Steel et al 2005),
liquido amniotico y cordon umbilical (Jimenez et al 2005) , asi como en meconio ( Ardissone

et al 2014) de recién nacido a término sanos.
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A pesar de ello, la mayoria de publicaciones coinciden en que los nifios nacidos via
vaginal tienen una colonizacion intestinal reflejo de la flora vaginal materna tal como
especies de Lactobacillus and Prevotella, sin embargo los nacidos por cesarea se colonizan
inicialmente por bacterias procedentes de la piel de la madre tal como Clostridium,
Staphylococcus, Propionobacterium, and Corynebacterium, con una deficiencia de
anaerobios con menor nimero de Bacterioides y bifidobacterium comparado con los de parto
vaginal. Ademas de una menor diversidad de especies presentan una colonizacion retrasada
de especies como bifidobactrium, lactobacillus y bacterioides, Por tanto el modo de parto
influye tanto en la diversidad como funcidon de la microbiota pudiendo persistir durante
meses, 0 quizas mas tiempo tras el nacimiento. ( Madan JC et al 2012, Di Mauro et al 2013;

Biasucci G et al 2010, Jakobsson HE et al 2014)

Diferentes factores influyen en que los recién nacidos prematuros, particularmente
los de muy bajo peso al nacimiento, no desarrollen una microbiota adecuada, como son la
propia inmadurez intestinal, la ruptura prematura de membranas, infecciones maternas,
incremento de incidencia de parto por cesarea, uso de antibidticos de amplio espectro
perinatal y postnatalmente, alteracion de la motilidad intestinal, disminucion de la exposicion
a leche materna.... (Stewart CF et al 2013, Groer MW et al 2014) Por tanto la colonizacion
bacteriana en el recién nacido pretérmino, independientemente del tipo de parto, se produce
por un nimero bajo de especies bacterianas, con mayor frecuencia enterobacterias y persisten
largos periodos en la flora fecal de estos nifios, siendo el establecimiento de la flora
anaerobia, en especial las bifidobacterias, mas tardio (Moreno JM 2006, Westerbeek EA et al
2006).

La interaccion entre epitelio intestinal y los microorganismos entéricos implica una
compleja y dinamica “cross-talk”. Las bacterias enteropatégenas pueden alterar las uniones
estrechas de la barrera intestinal a través de distintos factores de virulencia. Para evitar una
respuesta inflamatoria disbalanceada en el tracto gastrointestinal es fundamental mantener
una microbiota comensal que evite la colonizacion por microorganismos patogenos. Las
bacterias comensales tienen funciones metabolicas que se traducen en la recuperacion de
energia y nutrientes, entre ellos los acidos grasos de cadena larga; ademas de la funcion
defensiva ya comentada impidiendo la implantacion de bacterias enteropatdgenas, asi como el
sobrecrecimiento de bacterias oportunistas. Fortalecen la barrera debido a la capacidad de
ciertas bacterias para segregar sustacias antimicrobianas (bacteriocinas) que inhiben la
proliferacion de otras bacterias (Duffy LC 2000). La microbiota intestinal influye en el
desarrollo del sistema inmune, en las respuestas celular y humoral. En edades muy tempranas,

ante la exposicion a las bacterias intestinales y a otros patogenos, la respuesta predominante
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en el recién nacido Th 2 cambia a una respuesta Thl por la induccion de 1l 2 (Dimmitt et al

2010).

El recién nacido, especialmente el recién nacido pretérmino, tiene un sistema
inmune aun por desarrollar, presenta un inadecuado “cross-talk” epitelio-bacteria y un mayor

riesgo de desarrollar infecciones (Forchielli ML et al 2005).

ESTRES DEL PREMATURO ENFERMO

En el paciente criticamente enfermo, la permeabilidad intestinal se ha relacionado
de forma estrecha con la isquemia de la mucosa intestinal. (Pastores SM et al 1996). El
incremento de permeabilidad intestinal se produce consecuencia del estrés oxidativo, con la
produccion de 6xido nitrico, liberacion de citoquinas proinflamatorias, reduccion del ph de la
mucosa y la hipoxia. Potentes agentes oxidantes dafian el ADN celular y promueven la
peroxidacion de lipidos de membrana y la disregulacion de la expresion de varias proteinas

clave en las uniones estrechas.

La situacion de estrés incluye una serie de relaciones entre las defensas del huésped
y el agente agresor. La inflamacion consta de una fase humoral y otra celular, asociadas a
cambios en la permeabilidad del sistema circulatorio para marginar o dirigir la migracion de
las células circulantes. Las proteinas del grupo de las selectinas de los linfocitos, neutréfilos y
monocitos, y las del endotelio son las responsables de acumular linfocitos en el punto
inflamado, que a su vez colaboran con las moléculas de adhesion y las series de
inmunoglobulinas. Otras sustancias como el NO, los metabolitos del AA y los radicales libre
de oxigeno generados in situ, modulan y dirigen la adhesidon, migracion y activacion

leucocitarias.

El recién nacido enfermo se somete a multiples situaciones vinculadas con un
exceso de produccion de radicales libres oxidativos, como son la restriccion en la
alimentacion enteral, la isquemia de la mucosa intestinal, el shock hemorragico, o el sindrome

de repuesta inflamatoria sistémica.

Otros factores también se han relacionado con la funcién de barrera intestinal, tal
como el ph de arteria umbilical bajo al nacimiento (Van Elburg et al 2003) y la exposicion a

corticoides prenatales, mejorando éstos la permeabilidad medida al mes de vida.
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CITOQUINAS

Citoquinas, y quimiocinas son factores solubles que median la respuesta
inflamatoria estimulando linfocitos y otras células del sistema inmune. Ha sido evaluado el
papel de varias citoquinas en el trofismo y maduracion del intestino (Maheshwari A 2004). La
alteracion en sus niveles juega un papel importante en la pérdida de la funcion de la barrera
intestinal. De hecho, muchos de los factores presentados previamente que alteran la estructura

y funcion de barrera, lo hacen a través de la activacion de citoquinas y quimiocinas.

3. PREMATURIDAD. INCIDENCIA.

Se estima que cada afio nacen unos 15 millones de nifios prematuros. La
prematuridad es la primera causa de morbimortalidad neonatal e infantil, y constituye
uno de los problemas de salud mas importantes de la sociedad. Las complicaciones
relacionadas con la prematuridad, principal causa de defuncidn en los nifios menores de 5

afos, provocaron en 2013 cerca de un millon de muertes.

Tres cuartas partes de esas muertes podrian evitarse con intervenciones actuales,
eficaces y poco onerosas, incluso sin necesidad de recurrir a servicios de cuidados

intensivos.

En los 184 paises estudiados, la tasa de nacimientos prematuros oscila entre el 5% de
paises europeos y el 18% de algunos paises africanos. La OMS acaba de publicar una serie de
nuevas directrices con recomendaciones para mejorar los resultados obstétricos en casos de
prematuridad. Se trata de un conjunto de intervenciones clave que pueden mejorar las
posibilidades de supervivencia y los resultados sanitarios en los neonatos prematuros

(disponible en http://'www.who.int/mediacentre/factsheets/fs363/es/).

Muchos paises han registrado un incremento en las tasas de nacimientos pretérminos
en las ultimas 2 décadas (1990-2010), y esta tendencia ha sido confirmada por encuesta
mundial de la Organizacion Mundial de la salud (OMS), situandose las tasas de prematuridad

en el 10%, aunque en Estados Unidos alcanza hasta el 10,6%-12,8% (Blencowe H et al 2012).

Sin embargo el analisis que realiza el grupo EURO-PERISTAT entre 1996 y 2008
(Zeitlin J et al 2013) y posteriormente en 2010, con un indice de nacimientos prematuros en
Europa que varia del 5 al 10% muestra una tendencia temporal mas heterogénea con paises en

los cuales incluso desciende el nimero de nacimientos pretérmino, tal como muestra la figura
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En Espafia desde 1996 con un indice de nacimientos pretérminos vivos del 7,1% paso
a ser en 2008 del 8,2%, para descender a 7,9% en 2010. Siendo los ultimos datos de los que
disponemos de 7,56% en el aflo 2015. (Disponible en
http://inclasns.msssi.es/main.html#multipleBar-71752).

Figura 4. Porcentaje de pretérminos nacidos vivos en 2004 y diferencias
entre 2004 y 2010. Euro-Peristat project with SCPE and Eurocat. European Perinatal Health
Report. The health and care of pregnant women and babies in Europe in 2010. May 2013
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4. PREMATURO ENFERMO

41.ALTERACIONES DE LA PERMEDABILIDAD INTESTINAL Y
PATOLOGIA NEONATAL

Patologia del intestino inmaduro, como la enterocolitis necrotizante (ECN), ha

sido relacionada con las alteraciones en la barrera intestinal.

El recién nacido prematuro se enfrenta a potenciales amenazas capaces de alterar el

desarrollo de la barrera intestinal ¢ inmunidad (Tabla 1).

Una alteracion en el desarrollo gastrointestinal o alteracion de cualquiera de los
componentes que constituyen la barrera intestinal, puede generar una estimulacion patologica
del sistema inmune generando un desequilibrio entre tolerancia inmune y respuesta
inflamatoria. En el prematuro, son el aumento de la permeabilidad intestinal junto a la
colonizacion bacteriana anémala y la inmadurez del sistema inmune los que favorecen
dicha disregulacion del sistema inmune, implicada en procesos tales como la translocacion
bacteriana (permitiendo la adherencia de organismos patdégenos al epitelio intestinal),

desarrollo de sepsis y fallo multiorganico entre otros. (Dai D 1999; Duffy LC 2000).

Los principales mecanismos afectos en la TB son: alteraciéon en la microflora
gastrointestinal normal que condiciona sobrecrecimiento bacteriano; disrupcion fisica de la
barrera mucosa intestinal por lesion directa de los enterocitos (radiacion o toxinas) o por un

reducido flujo sanguineo intestinal; alteraciones de las defensas del huésped.

Existen multiples vias por las que un organismo se puede traslocar fuera del intestino
a localizaciones extra-intestinales: migracion retrograda a los pulmones, migracion transmural
directa a través de la barrera intestinal, migracion a través de las placas de Peyer, de los
noédulos linfaticos mesentéricos, del conducto toracico y de la circulacion sistémica o via los

canales vasculares hasta alcanzar el sistema porta.
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Tabla 1: Factores neonatales y repercusion sobre la barrera defensiva intestinal

y colonizacion bacteriana en recién nacidos prematuros.

(Tomado de: Martin CR et al 2006)

Factor

Consecuencia

Prematuridad

* Nivel disminuido de inmunoglobulinas
* Menor produccion de enzimas digestivas
* Menor produccioén de moco

* Menor peristalsis

Retraso de la alimentacion
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hospitalizacion
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4.2. SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA

El término sepsis implica una respuesta clinica que deriva de una infeccion. Una
respuesta similar o idéntica puede ocurrir en ausencia de infeccion. Se propuso el término
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica para describir este proceso inflamatorio
independientemente de su causa. Durante un tiempo los términos infeccion, sepsis, sindrome
séptico, disfuncion multiorganica, fueron empleados de forma indistinta. Por lo que fué

necesaria una unificacion de las definiciones empleadas (Bone 1992).

Se define sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) como el conjunto de
fenomenos clinicos y fisiolégicos que resultan de la activacion general del sistema
inmune, con independencia de la causa que lo origine. SRIS se considera la expresion

sistémica incontrolada de citoquinas proinflamatorias.

Este término fue introducido en la conferencia de consenso de la Society of Critical
Care Medicine (SCCM) y el American College of Chest Physicians (ACCP) de 1992. Siendo
revisado posteriormente en varias ocasiones, siendo en la conferencia consenso internacional
de sepsis pediatrica de 2002 (Goldstein B et al 2005), donde se aborda el aspecto de los

distintos grupos de edad pediatrica.

Las variables clinicas y de la laboratorio usadas para definir SRIS y disfuncion

organica varian ampliamente en funcion de los grupos de edad (tabla 2 y 3).

Definiciones adaptadas a los mismos son las siguientes:

Definicion SRIS:

Presencia de al menos dos de los siguientes 4 criterios, uno de los cuales debe ser la

temperatura o cifra de leucocitos alterada:

-Temperatura central >38.5°C o <36°C.

-Taquicardia, definida como >2 Desviacion estandar (DE) sobre el valor normal
para edad en ausencia de estimulo externo, firmacos o estimulo doloroso; o por
el contrario una elevacidn persistente inexplicada durante un periodo de 0,5-4h.
En nifios <1 afio: bradicardia, definida como una frecuencia cardiaca media > al

Percentil 10 para la edad en ausencia de estimulo vagal externo, betabloqueantes,
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enfermedad cardiaca congénita; o una depresion mantenida e inexplicada durante

0,5h.

-Frecuencia respiratoria >2DE sobre lo normal para la edad o ventilacion mecanica
por proceso agudo no relacionado con enfermedad neuromuscular, o anestesia

general.

-Recuento elevado o disminuido de leucocitos segin edad o >10% de neutrdfilos

inmaduros.

Tabla 2. Grupos de distribucion segiin edad

Grupo de edad Edad
Recién nacido 0-7 dias
Neonato 7 dias- 1 mes
Lactante 1 mes- 1 afio
Preescolar 2-5 afios
Escolar 6-12 afos
Adolescente 13-18 afios

Tabla 3. Variables clinicas y analiticas dependientes de la edad para definir el sindrome

de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS).

Grupo de edad Taquicardia Bradicardia Taquipnea Leucocitos TAS
(Ilpm) (Ipm) (rpm) (x10°/mm?) (mmHg)
Recién nacido >180 <100 >50 >34 <65
Neonato >180 <100 >40 >19.50<5 <75
Lactante >180 <90 >34 >17.50<5 <100
Preescolar >140 NA >22 >15.50<6 <94
Escolar >130 NA >18 >13.50<4.5 <105
Adolescente >110 NA >14 >11 0<«4.5 <117

NA: no aplicable; TAS: tension arterial sistdlica
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Sin embargo, el consenso excluye de manera explicita a los prematuros, dado que su
atencion tiene lugar en unidades de cuidados intensivos neonatales y la conferencia se
discuti6 desde la perspectiva de unidades pediatricas de cuidados intensivos. Por tanto, es
necesario llegar a un consenso sobre las definiciones de SRIS y sepsis en las unidades
neonatales y por supuesto incluir en ellas a los nifios prematuros (Lopez JB et al 2006). Y,
para ello, es necesario tipificar cudles son los sintomas clinicos que mejor definan el SRIS
neonatal y determinar cuales son los valores de hemograma, proteina C reacctiva (PCR),
procalcitonina (PCT) e interleuquina que de forma aislada o en combinaciones diversas
definan con precision la presencia de una respuesta inflamatoria sistémica (Escobar GJ

2005).

Hemos de sefialar que en el grupo de recién nacidos pretérmino ingresados en
unidades de cuidados intensivos neonatales con SIRS, presentan una permeabilidad intestinal
anormalmente alta durante su enfermedad y un retraso en su normalizacion respecto a

pacientes sanos (Doig CJ et al 1998).

4.3.SEPSIS NEONATAL

La sepsis es sin duda uno de los grandes problemas en el ejercicio de Ia

Neonatologia.

En Espaiia el Grupo de Hospitales Castrillo sitiia la incidencia de sepsis vertical en
el 2,5 por 1.000 recién nacidos (RN) vivos (Lopez JB et al 2000) y la sepsis nosocomial en
2,1 por 100 RN ingresados en unidades neonatales (Lopez JB et al 2002).

Incidencias similares se han referido en Estados Unidos (Vergnano S et al 2005),
aunque, en realidad, las incidencias publicadas son solo una parte del problema, pues son
muchos mas los neonatos que son sometidos a chequeos para descartar sepsis y que reciben
antibioticos. Escobar et al (Escobar GJ et al 2000) refieren que solo el 2,2% de los RN

estudiados por sospecha de sepsis cumplieron después criterios de infeccion invasiva.

Aunque el concepto de sepsis forma parte de la practica diaria en nuestros
hospitales, lo cierto es que hasta el momento no existe un consenso internacional para definir

con nitidez la sepsis neonatal.

El concepto de sepsis neonatal implicaria un SRIS en presencia de, o como

resultado de, una infeccion sospechada o demostrada.

Infeccion sospechada o confirmada (por cultivo positivo u otros métodos) causada
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por un patdégeno o un sindrome clinico asociado a una alta probabilidad de infeccion.
Evidencia de infeccion incluiria hallazgos positivos en la exploracion clinica o datos de

laboratorio (Goldstein et al 2005).

El hemocultivo tiene un valor limitado en el periodo neonatal, especialmente por la
frecuencia de falsos negativos debidos a factores como el uso de antibioticos intraparto, lugar
inadecuado de la extraccion de sangre o extraccion insuficiente de sangre o por la presencia
de falsos positivos por contaminacion con gérmenes de la piel durante la extraccion (Lopez JB

2006).

Con muestras de sangre de 1 ml, un volumen dificil de extraer en un prematuro, se
ha estimado una sensibilidad para el hemocultivo del 30-40% (Fischer JE et al 2003, Haque
KN 2005).

En 1995, el grupo de Hospitales Castrillo llegd a un consenso para definir sepsis
comprobada basado en la constatacion de sintomas o signos clinicos de infeccion( aspecto
séptico objetivado por un neonatdlogo experimentado y/o presencia de dos o mas sintomas o
signos de infeccion) y positividad de los datos de laboratorio (recuento leucocitario alterado
segun los criterios de Manroe et al 1979, PCR >10 mg/L y/o PCT >0,65 ng/ml,) como
expresion de SRIS en periodo neonatal; y evidencia de infeccion a través del hemocultivo
positivo; sepsis clinica en caso de presencia de datos clinicos y marcadores biologicos de
SRIS pero hemocultivo negativo; de bacteriemia asintomdtica por la ausencia de datos
clinicos, normalidad de los marcadores bioldgicos y hemocultivo positivo; y de ausencia de
infeccion en caso de falta de sintomas o signos clinicos, marcadores bioldgicos normales y

hemocultivo negativo.

Una vez tipificados los diagnodsticos de sepsis comprobada, sepsis clinica y
bacteriemia, se estableci6 un consenso para considerar cuando las infecciones debian
considerarse de transmision vertical y cuando de origen nosocomial, empleando no sélo
criterios temporales sino también epidemiologicos y microbiologicos ( Lopez JB et al 2000 y

2002).

Mientras que las sepsis de origen vertical son causadas por gérmenes localizados en
el canal genital materno y contaminan al feto por via ascendente, o por contacto directo del
feto con secreciones contaminadas al pasar por el canal del parto; las sepsis nosocomiales
son producidas por microorganismos localizados en los servicios de neonatologia y colonizan
al nifio mediante el contacto del personal sanitario (manos contaminadas) o el material de

diagndstico y tratamiento contaminado.

La etiologia de la sepsis vertical es fundamentalmente bacteriana, siendo las
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especies mas implicadas el streptococcus agalactiac 0 EGB y Eschericha coli. La etiologia de
la sepsis nosocomial en el Grupo de Hospitales Castrillo fue similar a la referida en otras
series, destacando S. epidermidis (42%), Candida spp. (11,5%), E. coli (7,8%), Enterococcus
(7,7%) y Klebsiella (7%) (Lopez-Sastre J et al 2005).

Una vez constatada la presencia de sepsis, ésta se considera vertical cuando Ila
clinica se inicia antes de los tres dias de vida y se descarta la posibilidad de infeccion
nosocomial (aislamiento del mismo germen en hemocultivo y en personal sanitario y/o
material de diagnostico y/o tratamiento). Cuando la clinica se inicia después del tercer dia de
vida para clasificar la sepsis como vertical, debe aislarse el mismo germen tipico de
transmision vertical en la sangre del RN y en el canal genital materno y/o en exudados
periféricos del RN (faringeo y 6tico), tomados en las primeras 24 horas de vida. La situacion
que cursa con clinica de sepsis, hemograma y PCR alterados, aislamiento de EGB en el
exudado vaginal materno y en los exudados de superficie tomados al RN, pero con

hemocultivo negativo, se define como sepsis vertical clinica (Lopez JB et al 2008).

La sepsis se considera nosocomial cuando la clinica se inicia después de los tres

primeros dias de vida y se descarta el origen vertical (Lopez JB et al 2008).

Posteriormente los criterios del Grupo Castrillo han sido empleados también en

estudios sobre eficacia diagnostica de marcadores de infeccion.

Es evidente, después de los afos transcurridos y tras la aparicion de los consensos
internacionales de sepsis en adultos y pediatricos, que las definiciones del Grupo Castrillo

pueden mejorarse (Lopez JB 2006).

En su momento no se llegaron a especificar al detalle los signos clinicos de sepsis,
dejando un margen de subjetividad al neonatdlogo responsable. En cuanto al recuento
leucocitario, estudios mas recientes han mostrado las limitaciones de los trabajos de Manroe

et al (Schelonka RL et al 1994).

Igualmente, hoy dia disponemos de mas informacion sobre marcadores biologicos

como la PCR o procalcitonina.

Las manifestaciones clinicas de la sepsis neonatal suelen ser inespecificas; puede
objetivarse disminucion de la actividad espontanea, inestabilidad de la temperatura
(hipotermia o fiebre), dificultades para la alimentacién (retencién géstrica, regurgitaciones,
reflejo de succion débil o abolido) y en el RN prematuro episodios de bradicardias,
taquicardia o apneas. A medida que progresa la infeccién se acentlian las manifestaciones
digestivas (vomitos, distension abdominal, diarrea) y se inicia frecuentemente sintomatologia

cardiorrespiratoria (taquicardia, taquipnea, apneas, signos de distrés respiratorio) y
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neurologica (apatia, irritabilidad, convulsiones). En fases tardias de la infeccion predomina el
aspecto de gravedad con disminucion de la movilidad espontanea, hipotonia y aparicion de
ictericia, “aspecto séptico”. En esta fase es posible objetivar manifestaciones de coagulopatia
intravascular diseminada (CID) (petequias, equimosis, hemorragias mucosas) o de shock
séptico (taquicardia, pulso débil, relleno capilar lento, hipotension, etc.) (Lopez-Sastre J et al

2005).

4.4.ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE

4.41. DEFINICION

La enterocolitis necrosante es la patologia digestiva adquirida mas frecuente y grave

en periodo neonatal.

Se define como un proceso inflamatorio intestinal agudo que se produce,
fundamentalmente, en neonatos con bajo peso al nacer; caracterizado por necrosis isquémica
de la mucosa gastrointestinal, que puede conducir a perforacion y peritonitis. Es considerada

como la catastrofe gastrointestinal mas urgente en prematuros de bajo peso al nacimiento.

4.4.2. EPIDEMIOLOGIA

ECN afecta principalmente a recién nacidos prematuros. Es menos frecuente en
recién nacidos a término y pretérminos tardios. Mas del 85% de todas las ECN suceden en
recién nacidos de muy bajo peso al nacimiento (RNMBP) (<1500 gr) o en prematuros <32

semanas de edad gestacional (Sharma R et al 2006).

La incidencia de ECN varia de un centro a otro y de un afio a otro en cada centro.
Se da en proporciones endémicas y epidémicas. Se estima que ocurren 0,3 a 2,4 casos por

cada 1.000 RN vivos (Hunter CJ et al 2008).

Aproximadamente sucede en el 1-5% de los todos los recién nacidos ingresados en
una UCIN y en el 5-10% de los de muy bajo peso, pudiendo llegar a un 15% si excluimos
aquellos que fallecen tempranamente y solo se incluye a aquellos que han recibido nutricion
enteral. La prevalencia de ECN se ha visto que es menor en Europa y Canada respecto a
Estados Unidos (Stoll BJ et al 2010; Thompson AM et al 2008, Fanaroff AA et al 2007;
Guillet R et al 2006, Fitzgibbons SC et al 2009, EXPRESS group 2010; Bajwa NM et al
2011; Yee WH et al 2012).
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A pesar de los avances en las UCIN la mortalidad en neonatos se ha mantenido
sin cambios en las Ultimas 3 décadas desde 15 a un 30% (Berrington JE et al 2012). En los
prematuros con peso <1000 g la mortalidad alcanza hasta un 45%; en los nifios <750 gr puede

ser mucho mayor.

Ademas de la alta tasa de mortalidad descrita, los pacientes supervivientes se
enfrentan a una morbilidad significativa que abarca desde trastornos del neurodesarrollo,
problemas de alimentacion, dependencia de nutricion parenteral y el sindrome de intestino

corto (Horbar D et al 2000).

4.4.3. PATOGENIA

La ECN es un trastorno inflamatorio que puede afectar a cualquier porcion del
tracto gastrointestinal, pero tipicamente afecta a ileon y colon proximal (Ballance WA et al

1990).
La afectacion intestinal puede ser parcheada, focal o difusa (Zhang Y et al 2011).

Las causas de la ECN no estan bien definidas. Se acepta actualmente un mecanismo

multifactorial en un huésped predispuesto. (Figura 5).

La inmadurez del tracto gastrointestinal afecta a diversos aspectos como a
motilidad, digestion, absorcion, regulacion de la circulacion, funcién de barrera intestinal y

sistema inmune predisponiendo a la lesion intestinal y una inadecuada respuesta a la misma.
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Figura 5: Fisiopatologia de la enterocolitis necrotizante: factores predisponentes.
(Tomado de Lin PW et al 2008)
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Factores genéticos, entre los que cabe destacar mutaciones en el el factor de
necrosis tumoral-alfa (TNF-a), Nucleotide-Binding Oligomerization Domain Containing 2
(NOD2) y receptores de la interleuquina-4 (IL-4); junto a la interaccién entre las
caracteristicas del intestino inmaduro, la microbiota intestinal y la alimentacion con férmula,
predisponen a sufrir una ECN (figura 6), teniendo como base una respuesta inflamatoria

excesiva e inadecuada.
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Figura 6: Fisiopatologia de la enterocolitis necrotizante.
(Tomado de Neu J et al 2011)
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INMADUREZ INTESTINAL. Motfilidad y digestion.

La motilidad se inicia en segundo trimestre pero finaliza y madura en el tercer
trimestre del embarazo (Sanderson IR 1999) y por tanto la dismotilidad existente en el
prematuro genera un transito lento, sometiendo al epitelio al contacto con mayor carga

bacteriana y sus productos toxicos (Henry MC 2009; Indrio F 2011).

Exacerbado por una menor digestion y absorcion de nutrientes en el intestino
inmaduro. Lin y colaboradores sugieren que una sobreproduccion de acidos grasos de cadena
corta en combinacion con la disminucion de la absorcion puede conducir directa o

indirectamente a la lesion intestinal (Lin J 2004).

Ademas el éstasis generado por el transito lento provoca la dilatacion de asas y
deterioro de la barrera intestinal (Wu SF et al 2012; Morowitz MJ et al 2010, Sharma R et al
2007).
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INMADUREZ INTESTINAL. Funcion de barrera

El epitelio intestinal tiene un papel importante como protector contra organismos

patogenos. La funcion de barrera consiste en una defensa tanto bioquimica como estructural.

La barrera estructural, como ya hemos comentado previamente, esta integrada

principalmente por las uniones estrechas formadas en la semana 10 de gestacion, pero la

funcion de barrera requiere el control sobre la funcion de absorcion y secrecion de fluidos, la
cual madura bajo la influencia del liquido amniético a partir de la semana 26 de gestacion. La
integridad de la barrera intestinal es reforzada por una gruesa capa de mucina y ademas
regulada por prostaciclinas, 6xido nitrico y factor de crecimiento de epidermis. El 6xido
nitrico tiene un rol paradojico, ya que en niveles bajos contribuye a la integridad de la barrera

pero con niveles elevados causa un efecto citopatico sobre el epitelio.

La barrera bioquimica cobra importancia mediante los productos segregados por las

células de Paneth, lisozimas, fosfolipasa A2 y pequefios péptidos antimicrobianos.

ALTERACION DE LA MICROBIOTA

En dicho contexto, tiene un papel fundamental la microbiota intestinal alterada,

con un desplazamiento de la flora saprofita, o un disbalance entre ambas.

Aunque no se ha relacionado con la patogénesis de ECN ninguna especie bacteriana
especifica, se ha visto que el aumento de la permeabilidad intestinal unido a la anormal
colonizacion bacteriana, altera las sefales de traduccidén normales, a través de mediadores
inflamatorios generando la cascada inflamatoria definitoria de la ECN. En la superficie
mucosa se establece la relacion denominada cross-talk, ya citada en apartados previos, entre
determinados ligandos, lipopolisacaridos (LPS) y receptores especificos como el Toll-like
(TLRs), a través de a cual se produce la activacion de dichas sefiales reguladoras. Estas
pueden dar lugar a una respuesta protectora si son activadas por bacterias comensales
(Rakoff-Nahoum S et al 2004), o existir una disregulacion que genere una respuesta

inflamatoria excesiva/apoptosis.

Las bacterias comensales pueden regular la expresion de genes importantes para la

funcion de barrera, digestion y angiogénesis (Hooper LV et al 2001).

El recién nacido de bajo peso al nacimiento es especialmente susceptible a Ia
disbiosis. En el recién nacido a término alimentado con leche materna se ha visto un
pedominio de bifidobacterias y otros anaerobios facultativos en la colonizacion (Fanaro S et

al 2003), sin embargo en el prematuro, el contacto con flora nosocomial y la frecuente
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exposicion a antibioticos en las unidades neonatales favorecen la anormal colonizacion, entre

ellos la presencia de enterobacterias.

En aquellos recién nacidos que desarrollan ECN se ha demostrado una alteracion de
la microbiota previa al diagndstico (Mai V et al 2011). Del mismo modo se ha demostrado
que el uso de antibidticos de amplio espectro mas de 10 dias, incrementa el riesgo de ECN

(Alexander VN et al 2011).

INMADUREZ INTESTINAL. Regulacion de la circulacion

La ECN es una enfermedad que afecta a prematuros, siendo rara en recién nacidos a
término. En éstos, a menudo se ha asociado con un factor de riesgo especifico, tal como
enfermedad cardiaca congénita, evento hipoxico-isquémico, policitemia o historia de

crecimiento intrauterino retardado (McElhinney DB et al 2010).

A pesar de la evidencia de que el evento hipdxico-isquémico esta involucrado en la

ECN del RNAT, en el RNPT parecen estar involucrados mecanismos distintos.

Recientes estudios muestran que en la microvasculatura del intestino inmaduro hay
un fino balance entre vasodilatacion y vasoconstriccion. Un defecto en la funcion endotelial o
produccion de mediadores proinflamatorios puede generar un disbalance entre
vasoconstriccion (endotelina 1) y vasodilatacion (6xido nitrico), generando un estado de

isquemia y lesion intestinal.

INMADUREZ INTESTINAL. Inmunidad innata.

Se han desarrollado distintos aspectos del intestino inmaduro que predisponen a la

lesion intestinal.

El huésped responde a las lesiones induciendo la liberacion local de mediadores
inflamatorios solubles y agentes quimiotacticos para incrementar la permeabilidad vascular y

atraer a células inflamatorias.

En la ECN, el evento final es una necrosis isquémica-hemorragica consecuencia de
dicha disregulacion y respuesta inflamatoria exagerada, a través de factores endoégenos como
factor activador de plaquetas (FAP), citoquinas proinflamatorias (TNF- a , Il 1 e Il 6) y

quimiocinas.
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ALIMENTACION

Casi todos los nifios que desarrollan ECN han recibido alimentacion. Entre los
factores considerados a este respecto estan la osmolalidad y la falta de factores
inmunoprotectores en la leche, asi como la cronologia, el volumen y la frecuencia de la

alimentacion.

Revisiones de la Cochrane respecto a las practicas de alimentacion, incluyendo el
retraso en la introduccion de la alimentacion, asi como un avance cauteloso en los volumenes
de la misma, no han establecido una asociacion significativa con ECN (Kennedy KA et al

2000, Morgan J et al 2014).

Sin embargo, protocolos de alimentacion estandarizados o guias clinicas de
alimentacion, las cuales contemplan el inicio de la alimentacion basado en la edad gestacional
y un avance gradual tanto en volumen como en concentracion han demostrado una menor
incidencia de ENC comparada con el inicio de la alimentacidon no estandarizado (Kamitsuka

MD et al 2000; McCallie KR et al 2011, Christensen RD et al 2010).

Por otro lado es bien conocido el papel antimicrobiano y antiinflamatorio de la leche
humana, aunque por si sola no evite el desarrollo de ECN (Christensen RD et al 2010, Frost

BL et al 2008).

El efecto de la leche humana sobre la incidencia de ECN se ve influenciado por las
distintas variantes en cuanto a la alimentacion con leche humana se refiere (fortificacion y
tipo de la misma, lactancia mixta , leche donada...). Distintos metaanalisis han sugerido que
el uso de leche humana reduce la incidencia de ECN (McGuire W et al 2003; Boyd CA et al
2007) y que el forticante no la aumenta (Kuschel CA et al 2004).

4.4.4. CLINICA Y DIAGNOSTICO

El diagnostico precoz de la ECN es el factor mas importante que determina la

evolucion.

Los signos y sintomas tipicos de la “clasica” ECN que se produce en 2° semana de
vida en el prematuro son la intolerancia alimentaria, distension abdominal y sangre en las
heces. Sin embargo, su presentacion clinica puede variar desde un curso lento e indolente a

una rapida progresion con desenlace fatal en pocas horas.

Los sintomas mas precoces de la ECN suelen ser inespecificos, tanto a nivel

sistétmico como digestivos, siendo muy similares a los que podrian presentar otras
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enfermedades del tracto digestivo o cualquier proceso séptico. De ahi las dificultades
diagnosticas en los estadios tempranos de la enfermedad, que permitan un tratamiento precoz

y una mejora en las tasas de morbimortalidad.

Por lo anterior expuesto, es necesario mantener una alta sospecha clinica a través de

una observacion clinica cuidadosa.

El término de “enterocolitis necrosante” a menudo refleja un espectro de
condiciones intestinales que difieren en su patogénesis, y por tanto en las estrategias de
prevencion y tratamiento, debiendo ser tenidas en cuenta en el diagndstico diferencial.

(Sharma R et al 2013).

Actualmente los estadios de Bell (Bell MJ et al 19787) con la modificacion de
Walsh y Kleigman (Walsh MC et al 1986) permiten uniformizar el diagnostico y tratamiento
basandose en la gravedad de la ECN (Eichenwald 2010).

- Estadio I (Sospecha de ECN): Sintomas y signos clinicos, como pueden ser
intolerancia alimentaria, distension abdominal o ambos. Radiografia sin evidencia
de neumatosis intestinal, gas venoso portal o aire extraperitoneal.

- Estadio II (ECN confirmada): Sintomas y signos cinicos con neumatosis
intestinal, gas venoso portal o ambos. Otros signos radiograficos como asas de
intestino fijas o dilatadas y el ileo paralitico, hallazgos no patognomonicos, pero

altamente sospechosos.

a. Enfermedad leve.

b. Enfermedad moderada con toxicidad sistémica.

- Estadio III (ECN avanzada): Aire libre peritoneal en paciente con signos y
sintomas clinicos. fleo persistente, distension abdominal y radiografias que

muestran ausencia de gas intestinal, junto a un deterioro clinico y analitico.

A. Perforacion intestinal inminente.

B. Perforacion intestinal manifiesta.

No siempre es facil establecer una correlacion radioldgica con el diagnostico y
severidad de la ECN. Ademaés existe variabilidad interobservador en la interpretacion de los

hallazgos indicativos de ECN en la radiografia simple de abdomen.

Puede darse el caso de pacientes en los que no se detecten hallazgos radiograficos
como neumatosis intestinal o gas portal, y presenten ECN severa que requiere cirugia

(Epelman M et al 2007).
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Del mismo modo el neumoperitoneo es el unico hallazgo radiologico que se
considera indicacion universal de cirugia y NO TODOS los pacientes con necrosis intestinal y

perforacion presentan gas libre en la radiografia simple de abdomen, llegando hasta un 20%.

El hallazgo de neumatosis intestinal es un signo temprano que puede preceder a los
signos clinicos (Rabinowitz JG et al 1976). A pesar de que puede presentarse en otras
patologias neonatales, es el hallazgo mas comun relacionado con la ECN, habiéndose

considerado un signo patognomonico de la misma (Epelman M et al 2007).

Sin embargo no se presenta en todos los casos de NEC. En el contexto clinico de

NEC la neumatosis intestinal confirma el diagnostico, pero si no esta presente, no la excluye.

En pacientes con sintomas leves y hallazgos no especificos en la radiografia simple
de abdomen, la ecografia puede ser extremadamente util, pudiendo visualizar gas intramural
no detectado en la radiografia asi como cambios en el espesor de la pared abdominal,

ecogenicidad, persitalsis y perfusion (Faingold R et al 2005, Kim WY et al 2005).

Por otro lado, no hay pruebas de laboratorio especificas de la ECN, aunque pueden

ser utiles para apoyar el diagnostico.

La trombopenia, acidosis metabdlica persistente y la hiponatremia intensa rebelde
constituyen la triada mas comun de signos y ayudan a confirmar el diagnostico. Mediciones
sucesivas de PCR son también utiles para el diagnostico y para valorar la respuesta al

tratamiento en el curso de la enfermedad.

Tras lo anterior expuesto se necesita un enfoque de estadificacion mas fiable que
permite medidas preventivas agresivas, pero probablemente requerirda ¢l desarrollo de
biomarcadores que predigan con exactitud la expresion completa de la enterocolitis

necrotizante (Neu J et al 2011).

4.4.5. TRATAMIENTO

El tratamiento médico debe ser inmediato, inicidndose desde el momento en el que
se sospecha el diagnostico de ECN. Se expone a continuacion en funcion del estadio de Bell

(Neu J et al 2011; Eichewald 2010; Sharma R et al 2013).

- Estadio I (sospecha de ECN): Dicta absoluta. Descompresion GIT con sonda
nasogastrica. Hidratacion intravenosa para mantener estado de euvolemia.

Monitorizaciéon con analitica (hemograma y electrolitos) y radiografias de
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abdomen de forma seriada. Inicio de antibioticos, al menos 48 horas, previa
extraccion de cultivos.

- Estadio IT (ECN confirmada): Igual que escalon previo, pero se iniciara nutricion
parenteral precoz con un adecuado aporte proteico para mantener un balance
nitrogenado positivo. Se prestard especial atencion a la necesidad de
hemoderivados y correccion de acidosis metabolica. Se establecera una pauta
antibidtica completa, que se mantendra habitualmente 14 dias, teniendo en cuenta
la flora predominante de la UCIN en cuestion, los gérmenes asociados con la
ECN y sus patrones de resistencia con el fin de ajustar la cobertura antibidtica de
un modo adecuado. En este momento se debe consultar con cirugia pediatrica
para informar del caso, y/o trasladar al paciente a un centro donde se disponga de
cirugia.

- Estadio III (ECN avanzada): Respecto al escalon previo cobra especial interés el
papel del cirujano infantil. La presencia de neumoperitoneo causado por una
perforacion intestinal y la presencia de intestino necrotico son dos indicaciones
absolutas de intervencion quirargica. Signos indirectos como la acidosis
metabdlica severa y persistente y/o trombocitopenia unidos a una refractariedad
al tratamiento médico son altamente sugestivos de necrosis intestinal y necesidad
de cirugia. El tratamiento quirurgico consiste en la reseccion con enterostomia, es
decir, exteriorizando los extremos viables como estomas, aunque la anastomosis
primaria puede ser util en determinados casos (Blakely ML et al Sola JE et al

2010).

El objetivo es extirpar el intestino necrdtico conservando la mayor
longitud de intestino posible. Recientemente se ha considerado el drenaje
peritoneal primario como una alterativa a la laparotomia. En recién nacidos
<1000 g y muy inestables es la primera opcion a realizar con anestesia local. En
muchos casos sirve de compas de espera para realizar la laparotomia cuando el
nifio esté estabilizado, aunque en ocasiones no es necesario recurrir a ella. Rao
and colleague, en su revision de dos EC randomizados, que estudia a pacientes
con ECN y perforacion intestinal, apuntan que no hubo diferencias respecto a
mortalidad y duracién de la nutricion parenteral entre ambas opciones

quirargicas (Rao SC, et al 2011).
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4.4.6. PREVENCION

La unica medida realmente eficaz para prevenir la ECN es la reduccion del nimero

de partos prematuros. Actualmente las estrategias de prevencion incluyen (Dominguez et al

2012):

Optimizacion de la alimentacion enteral. Uso de leche materna y protocolos de
alimentacion estandarizados.

Probioticos, microorganismos vivos que son ingeridos con la intencion de replicarse y
colonizar en el tracto gastrointestinal. Actian de forma multifactorial, modulando la
respuesta inmune, fortaleciendo la barrera intestinal y produciendo sustancias
antibacterianas (Deshpande G et al 2007). Pueden ayudar a normalizar la microflora
de colonizacién intestinal del prematuro. A pesar de que hay evidencia de una
disminucion de ECN, no estan claros aspectos como la seleccion de la cepa, dosis,
duracion de la suplementacion, edad de comienzo o consecuencias a largo plazo.
Todavia son necesarios estudios para evaluar la seguridad y eficacia del uso de
probiodticos para la prevencion de ECN.

Los glucocorticoides prenatales median la maduracion de la barrera intestinal,
considerandose factor protector de ECN (Smith LM et al 2000).

Otras estrategias. Modificacion del estado inmunitario del intestino, con

suplementacion con inmunoglobulinas; ensayos con antagonistas de FAP...

5. CALPROTECTINA

5.1.DEFINICION

La calprotectina pertenece a la familia de proteinas S-100. Tiene un peso molecular

de 36,5 kKD (Berntzen HB et al 1990) y esta formada por 2 cadenas pesadas y 1 ligera no

glicosiladas. Presente principalmente en el citosol de los neutréfilos y menor cuantia en

monocitos y macréfagos.

También ha sido referida en la literatura como S100A8/A9, MRP8/14 (myeloid-related

protein), calgranulin A/B, L1 protein, 27E10 antigen, cystic fibrosis antigen, myeloid-
histiocyte antigen, and CP-10 (Yui, S et al 2003, Striz I et al 2004, Stroncek DF et al 2005).

53



INTRODUCCION

Los genes que codifican la calprotectina se localizan en el cromosoma 1q21 (Yui S

et al 2003).

5.2.FUNCIONES

Aunque sus funciones bioldgicas exactas son bastante desconocidas hoy en dia, se
conoce que es la encargada de fijar el calcio y el zinc. In vitro, la calprotectina ha
demostrado tener propiedades bacteriostaticas y fungostiaticas con una minima
concentracion inhibitoria (Steinbakk M et al 1990) y estar implicada en la regulacién de los
procesos inflamatorios, esto puede deberse a que la inhibicion del crecimiento de los
microorganismos se deba principalmente a la competicion por el zinc (Isaksen B et al 2001).
A ésta también se le han adjudicado acciones antiprofliferativas en varios tipos de lineas
tumorales, posiblemente por la inhibicion casein kinasa II (Murao S et al 1989). Se ha
sugerido que la calprotectina juega un papel en el control de la flora gastrointestinal asi como

en la prevencion de la traslocacion bacteriana.

Constituye aproximadamente el 5% del total de las proteinas y cerca del 60% de las
proteinas solubles citoplasmaticas de los granulocitos desempefiando un papel primordial en

la defensa neutrofilica. (Dale I et al 1985).

Fue en 1980 cuando se describid por primera vez, y se la nombré L1 (Fagerhol MK
et al 1980) El nombre de calprotectina fue propuesto mas tarde cuando se document6 su
actividad como proteina fijadora de calcio y antimicrobiana. Posteriormente se investigd su
importancia en procesos inflamatorios como fibrosis quistica, procesos reumatologicos,
enfermedad inflamatoria intestinal, carcinoma colo-rectal, HIV y otros procesos inflamatorios

(Canani RB et al 2008; Quail MA et al 2008, Hammer HB et al 2007, Karl J et al 2008).

5.3.MEDICION

Se ha cuantificado sus niveles en suero/plasma, liquido cefalorraquideo, orina,
heces, y se ha podido ver que la concentracion encontrada en heces es 10 veces superior a la

hallada en plasma (Rooseth AG et al 1992, Dale I et al 1985).
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En plasma también se eleva de 5 a 40 veces en situaciones inflamatorias
correlacionandose con los indices de actividad clinica, pero pueden descender los niveles si el

lugar de extraccion esta alejado del foco inflamatorio (Bunn SK et al 2001).

5.4.CALPROTECTINA FECAL

La calprotectina fecal se origina de la migracion transepitelial de los granulocitos
hacia la luz intestinal. Sus niveles se relacionan cuantitativamente con la intensidad de dicha
migracion, reflejo de la actividad antiinflamatoria intestinal y resultado de la activacion y
muerte de dichas células liberadoras de calprotectina (Gaya DR, et al 2005, Vermeire S et al
2006 ;Roseth AG et al 1999; Silberer H et al 2005, Sipponen T et al 2008).

La calprotectina fecal es un buen marcador de actividad inflamatoria intestinal en la
practica clinica ya que es estable durante 3-7 dias a temperatura ambiente debido a que
cuando la calprotectina se encuentra unida a calcio (presente en cantidades suficientes en el
contenido intestinal) presenta una elevadisima resistencia al calor y a la degradacion
metabolica ejercida por enzimas bacterianas y por las propias proteasas intestinales (Roseth
AG et al 1992, Fagerhol MK 1996). Estas propiedades permiten que se elimine intacta por las
heces y le confieren ventaja como marcador bioquimico, no invasivo, para el cribaje de
inflamacidn intestinal frente a otros marcadores utilizados (lactoferrina, elastasa neutrofilica o

estearasa leucocitaria) (Tomas AB et al 2007).

54.1. TEST ELISA

La calprotectina puede ser medida en heces a través de una técnica cuantitativa
“enzyme-linked immunosorbent assay” (ELISA). Roseth and colleagues describieron el test

de ELISA original (Roseth AG et al 1992).

Posteriormente tenemos disponibles diferentes kits de test ELISA. El valor exacto
de la calprotectina fecal dependera del tipo de test usado. En un estudio publicado
recientemente se demuestra que el test monoclonal de calprotectina fecal es superior al test
policlonal en la identificacion de pacientes sintomaticos con enfermedad organica intestinal

(Burri E et al 2013).

Entre sus ventajas destacan que el test diagnostico ELISA requiere una pequeiia

muestra de heces (50-100 mg).
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Cumple los criterios de test ideal: simple, poco costoso, seguro, no invasivo, con

buena aceptacion por parte de los pacientes y personal sanitario, objetivo y fidedigno.

Se realiza en laboratorio de mano de un facultativo y el tiempo requerido suele ser
de 2,5-3 horas. Recientemente, se han desarrollado pruebas para determinar la calprotectina
fecal a pie de cama. Estos tests pueden ser realizados en un tiempo inferior a 30 minutos y
muestran una buena correlacion con el tradicional test de laboratorio ELISA, como Quantum
blue® o Calfast®, pero no serian utiles en nuestra cohorte de pacientes ya que no cuantifican
valores por encima de 300 mg/kg de CF (Radillo et al 2016, Benahmed et al 2014, Wassell et
al 2012; Kok et al 2012, Sydora et al 2012; Kolho et al 2012).

5.4.2. NIVELES NORMALES

Los niveles de calprotectina fecal aceptados como normales en nifios mayores de un
afio en la bibliografia son de 50 pg/g con una sensibilidad del 90% y una especificidad del
83% para correlacionarlos con procesos inflamatorios intestinales (Canani RN et al 2008,

Costa F et al 2003).

Se describe una dependencia de la edad, siendo en neonatos los niveles normales
mayores (Campeotto F et al 2004) sin poderse establecerse ain un rango definido y

disminuyendo las cifras en primer afio de la vida (Li F et al 2015).

Solo los estudios mas recientes plantean el estudio de la cinética de la calprotectina
en las primeras semanas de la vida, estudios que fueron publicados posteriormente a que este
estudio se iniciase (Olafsdottir E et al 2002; Campeotto F et al 2004 y,; Rugtveit J et al 2002;
Josefsson S et al 2007).

Por estos datos nos planteamos averiguar las cifras de calprotectina fecal
normales en neonatos sanos pretérmino, y valorar su evolucion durante las primeras

semanas de vida.
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5.4.3. INTERPRETACION DE NIVELES DE CALPROTECTINA
MEDIDOS EN HECES.

Su concentracion en las deposiciones se correlaciona directamente con la intensidad
del infiltrado neutrofilico en la mucosa intestinal y por ello con la gravedad de la inflamacion
(Adland E et al 2002). A nivel del tracto gastrointestinal, patologias inflamatorias con distinta
etiologia provocan un aumento de la permeabilidad de la mucosa que induce la migracion de
granulocitos y monocitos hacia el lumen intestinal (Johne B et al 1997) liberando gran

cantidad de calprotectina que es excretada en las heces.

(Pero que ocurre en el recién nacido sano?

Las cifras mas elevadas de calprotectina fecal documentadas en el recién nacido sano son
reflejo de una inmadurez tanto del sistema inmune adaptativo como de la barrera epitelial
intestinal que generan un aumento de la permeabilidad, una mayor migracion transepitelial
a través de la mucosa durante el desarrollo de la tolerancia oral y la colonizacién por la
microbiota especifica. Dos principales procesos que intervienen en la adaptacion agresiva que

sufre el intestino tras el nacimiento.
Todo ello traduce un estado fisiolégico de inflamacion intestinal subclinica.

Con el proceso de madurez intestinal, la permeabilidad disminuye y en

consecuencia las cifras de calprotectina fecal.

54.4. UTILIDAD CLIiNICA ACTUAL

La determinacion de calprotectina en heces se esta afianzando en los ultimos afios
como un marcador no invasivo para el diagnostico diferencial entre patologia organica y

funcional (Tomas AB, et al 2007).

Sabemos que es un excelente marcador, con alta sensibilidad, para monitorizar la

actividad inflamatoria intestinal tanto en nifios como en adultos.

En este punto, hoy dia, cobra importancia la enfermedad inflamatoria intestinal
(EII). La CF se correlaciona muy bien con la gammagrafia de leucocitos marcados con Indio-
111 en la enfermedad inflamatoria intestinal, prueba considerada como técnica de referencia

para medir la actividad inflamatoria del intestino (Roseth AG et al 1999). Sin embargo este
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segundo método requiere la recoleccion de heces de 4 dias y someter al paciente a radiacion,
ademas del coste elevado de la prueba. Es por ello la importancia de contar con otro test
capaz de reproducir los resultados como ha sido la CF. Henderson and Colleagues realizan un
extenso metaanalisis en el que definen a la CF como un marcador con una alta sensibilidad
(98%) pero modesta especificidad (68%) para el diagnostico de EIl (Henderson P. Et al
2014, Lehmann FS et al 2015).

Cobrando mayor importancia en el seguimiento de la misma, monitorizando el
grado de actividad inflamatoria una vez diagnosticada y prediciendo la recaida clinica (Bunn

Setal 2001; Walkiewicz D et al 2008).

5.4.5. CALPROTECTINA FECAL EN UNA UNIDAD NEONATAL

Pese a lo anteriormente comentado, la utilidad de la calprotectina fecal es

cuestionada en las unidades neonatales.

Las complicaciones gastrointestinales, tal como diferentes grados de enteropatia o
enterocolitis necrotizante, no son infrecuentes en las primeras semanas de vida. Actualmente
los pilares diagndsticos son los hallazgos clinicos y radioldgicos pero pueden ser
inespecificos y no concluyentes, especialmente para el diagnostico de grados leves de
enteropatia o sobre todo para realizar un diagndstico precoz. De aqui parte la necesidad de
incorporar a nuestro trabajo diario otras herramientas como marcadores bioldgicos no

invasivos.

Sabemos que el recién nacido prematuro es mas susceptible de presentar una
alteracion en la funcion de barrera intestinal e inmunidad, pudiendo ser punto de partida para
el desequilibrio entre tolerancia inmune y respuesta inflamatoria lo que genera una mayor
susceptibilidad a procesos tales como translocacion bacteria, inflamacién cronica, desarrollo

de sepsis y fallo multiorganico.

Por ello planteamos el papel de la calprotectina fecal como marcador bioldégico de
utilidad diagnostica en el prematuro enfermo, no solo con afectacion intestinal localizada sino
también teniendo en cuenta el papel del intestino como punto de partida a un sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica.

Del mismo modo que es utilizada la calprotectina fecal a dia de hoy en nifios para
monitorizar la actividad inflamatoria en EIIl y predecir la recaida clinica, enfocamos su uso

en prematuros de las unidades neonatales con el mismo fin, correlacionar los valores de
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calprotectina fecal con la patologia neonatal y establecer su capacidad predictiva en dicho

contexto.

La evidencia que tenemos disponible hasta el momento, previo al inicio del presente
estudio, es a pequefa escala y bastante limitada. Carrol et al realizan un estudio pequefio no
randomizado, de casos y controles, demostrando cifras mas elevadas de forma
estadisticamente significativa en prematuros con ECN comparados con grupo control (288.4

mg/L [SD 49.1] and 98.0 mg/L [60.6], respectively; p=0.0006) (Carroll D et al 2003).

Siendo necesarios muchos mas estudios para considerar su uso en la practica clinica

diaria en las unidades neonatales.

En contra, los principales problemas que la calprotectina fecal plantea para alcanzar
el objetivo de uso planteado es la baja especificidad en definir la causa de la inflamacion y el
desconocimiento de los niveles normales en los primeros meses de la vida asi como su

cinética a lo largo del tiempo.
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1. HIPOTESIS

PRINCIPALES

* En base a la revision bibliografica presentada nos planteamos que las cifras de
calprotectina fecal en recién nacidos pretérmino sanos son mas elevadas respecto a

nifos y adultos.

¢ Las cifras de calprotectina fecal tienen una cinética propia, descendiendo en las

primeras semanas de vida, en relacion con el proceso de maduracion intestinal.

* Es bien conocido el papel de la calprotectina medida en heces como marcador de
inflamacién intestinal en pediatria. Planteamos que aquellos prematuros afectos de
patologia digestiva (enterocolitis necrotizante o procesos de enteropatia leve
englobados con el término de “distrés intestinal”) tendran cifras mas elevadas

respecto a prematuros sanos.

* Del mismo modo, aquellos prematuros con proceso de enfermedad que implique una
respuesta inflamatoria sistémica, también se vera reflejado con cifras mayores de
calprotectina fecal respecto a prematuros sanos, debido a la implicacion del intestino

como 6rgano modulador de respuesta inflamatoria sistémica.
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SECUNDARIAS

* Conociendo y teniendo en cuenta la cinética de la calprotectina fecal en el prematuro
sano, planteamos que los valores de CF podrian elevarse previamente al diagnostico
de la patologia intestinal y otros procesos de enfermedad que desencadenen un
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. Siendo ademas un buen marcador

evolutivo de la enfermedad.

* Consideramos que la calprotectina fecal puede ser una prueba diagnoéstica eficaz de
enfermedad sistémica o intestinal en el recién nacido pretérmino, con puntos de corte

con aceptable sensibilidad y especificidad, ttiles para la practica clinica diaria.

* Los valores medidos de calprotectina fecal en las primeras semanas de vida pueden
verse influenciados por determinadas variables, como son el tipo de parto, ¢l tipo de
alimentacion (lactancia materna o lactancia artificial de forma predominante), edad

gestacional del recién nacido pretérmino o el peso al nacimiento.
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2. OBJETIVOS

Establecer cifras de calprotectina fecal en recién nacidos pretérminos sanos menores
o iguales a 35 semanas de edad gestacional y su cinética, midiendo los niveles en

distintas muestras a lo largo del tiempo en los primeros dos meses de vida.

Correlacionar los valores de calprotectina fecal en los recién nacido pretérmino sanos
estudiados con el tipo de parto, tipo de alimentacidon, peso al nacimiento y edad

gestacional.

Medir los niveles de calprotectina fecal en recién nacidos pretérmino menores o

iguales a 35 semanas de edad gestacional sanos y enfermos y compararlos.

Estudiar la relacion temporal del incremento de los valores de CF en prematuros con
el momento del diagnostico, clinico o bioquimico, de la enfermedad sistémica o
intestinal para evaluar su capacidad predictiva; asi como la modificacién en el tiempo

de los valores segin la evolucion la misma.
Establecer puntos de corte diagnodsticos de enfermedad en distintos momentos de la

evolucion temporal de los valores de calprotectina fecal en los prematuros estudiados,

que permitan definirla como prueba diagnostica.
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio longitudinal prospectivo de seguimiento clinico-analitico realizado en la
Unidad de Neonatologia del Hospital Materno-Infantil (HRU Carlos Haya) de Malaga. Se han
seleccionado de forma aleatorizada los recién nacidos pretérminos menores de 36 semanas de
edad gestacional (EG) al nacimiento que hayan ingresado en dicha unidad por algun motivo,

cuyas familias hayan aceptado el consentimiento informado.

2. AMBITO DEL ESTUDIO

Unidad de Neonatologia del Hospital Regional Universitario de Malaga, cuya
poblacidn de referencia abarca provincia de Malaga y Melilla. La provincia de Malaga tiene
una poblacion de 1621968 habitantes a fecha de diciembre de 2013 y la ciudad auténoma de
Melilla una poblacion de 80802 habitantes, con 15505 nacimientos en Malaga y 1509 en
Melilla durante en el afio 2013.

3. SUJETOS DEL ESTUDIO

Grupo de recién nacidos pretérmino menores 36 semanas de edad gestacional que
ingresen en la Unidad de Neonatologia, formada por la unidad de cuidados intermedios

neonatales y la unidad de cuidados intensivos neonatales.

3.1. CRITERIOS DE INCLUSION

- Paciente recién nacido prematuro.

- Edad gestacional inferior a 36 semanas.

- Ingreso en la Unidad de Neonatologia entre 1° y 4° dia de vida, ambos
inclusive.

- Aceptacion del consentimiento informado para participar en el estudio por

parte de los padres o tutores legales del recién nacido.
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3.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

- Ingreso en la unidad > 4° dia de vida.

- Cromosomopatias y malformaciones fetales complejas, incompatibles con la
nutricion enteral en las primeras 72 horas de vida.

- No aceptacion del consentimiento informado para participar en el estudio por

parte de los padres o tutores legales del recién nacido.

3.3. TAMANO MUESTRAL

Seleccion aleatorizada de pacientes que cumplan criterios de inclusion y no de
exclusion que ingresen en la Unidad de Neonatologia de Hospital Regional Universitario de

Malaga. Se estima incluir a unos 150 pacientes.

Para conseguir una potencia del 80% para detectar diferencias en el contraste de la
hipétesis nula Ho:p=0 mediante una Prueba T-Student bilateral para el coeficiente de

correlacion de Pearson entre dos variables, teniendo en cuenta que el nivel de significacion es
del 5%, y asumiendo que la correlacion esperada es 0.4, sera necesario incluir 137 pacientes
en el estudio. El tamafio muestral se ha ajustado dado que se espera tener un 10% de pérdidas

por lo que el nimero de sujetos que seria necesario reclutar para el estudio es de 151.

La participacion en el proyecto es voluntaria y la solicitud de participacion es
realizada como una propuesta de investigacion de salud, independiente del proceso asistencial
convencional del sistema sanitario. A los padres o tutores legales, ademas de la informacion
verbal, se les informa por escrito a través de un consentimiento informado de la naturaleza de

la investigacion y del uso que se va a hacer de la informacion que se obtenga.

El proyecto ha sido evaluado y aprobado por el comité de Etica y de Investigacion del

Hospital Universitario Carlos Haya.

66



MATERIAL Y METODOS

4. RECOGIDA DE DATOS Y SU ANALISIS

Para garantizar la confidencialidad de la informacion todos los datos recogidos en
este estudio se han registrado de forma andénima, siguiendo estrictamente las leyes y normas
de proteccion de datos en vigor (Ley 41/2002 de 14 de noviembre; Ley 15/1999 de 15 de

diciembre).

El Laboratorio del Complejo Hospitalario Carlos Haya de Malaga permite la
determinacion cuantitativa de calprotectina por medio de un simple ELISA en heces (

realizado una media de 2 veces a la semana.

A cada niflo se le han recogido muestras de heces para la determinacion de
calprotectina los dias 4, 8, 15, 30 y 60. Todas las muestras fueron recogidas de igual manera,
por recoleccion de heces depositadas recientemente en el pafial, sin emplear el sondaje rectal

en ningun caso.

Se han considerado por separado las muestras de calprotectina extraidas en dias en
que el neonato estaba sano y las que se obtuvieron en dias de enfermedad (prematuro enfermo
considerado como aquel que manifestd cualquier situacion que conllevara una respuesta
inflamatoria sistémica como sepsis clinica o bioquimica, o patologia digestiva (ECN o
intolerancia digestiva. Los criterios diagnosticos se ajustaron a los actuales estandares de

atencion al prematuro propuestos por las Sociedades Cientificas.

Hemos definido episodio de enfermedad a aquel que tiene un inicio y un final. No
se han cogido como episodios diferentes aquellos que duran el tiempo suficiente para que

haya dos muestras de calprotectina (se ha considerado como un episodio Gnico).

Asi mismo se han recogido todas las variables de interés de la historia clinica de

cada paciente:

1. Clinicas.

¢ Neonatales:

. Fecha de nacimiento, dias de vida al ingreso, motivo de ingreso.

. Sexo

. EG

. Peso al nacimiento

. Tipo de alimentacion. Se ha considerado lactancia materna predominante

en aquellos casos en los que hubiera al menos un 80% de las tomas del dia de leche

materna.
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¢ QObstétricas:

Tipo de parto.

2. Determinaciones analiticas:

* Parametros de analitica basica utilizados como albimina y reactantes de fase aguda:

PCR, PCT, leucocitos, plaquetas.

* Calprotectina fecal, medida en microgramos / gramo de heces (Calprest, Eurospital,

Italia).

3. Evolutivas:

¢ Enfermedades asociadas durante su estancia: Criterios de valoracion:

a.

Criterios compatibles con SRIS independientemente de la causa que lo
desencadene seglin International pediatric sepsis consensus conference
(Goldstein et al 2005), que incluye criterios para el recién nacido, aunque no
en prematuros. Nuestro trabajo empieza en 2004. (dentro de lo publicado, a
criterio clinico.

Desarrollo de sepsis neonatal. El diagnostico de la misma se realizé en base
al protocolo establecido en nuestra unidad neonatal basado en las
recomendaciones del Grupo de Hospitales Castrillo y del CDC
estadounidense (Verani et al 2010).

Numero de episodios de sepsis nosocomial, diferenciados de los de sepsis
vertical, durante el ingreso.

ECN diagnosticada en base a la clasificacion modificada de Bell. Desarrollo
de ECN > estadio IIA clasificacion Bell.

Distrés intestinal/tolerancia digestiva. Se considera mala tolerancia/no
tolerancia digestiva la existencia de vomitos y/o restos gastricos de volumen
superior al 50% de la toma anterior, que requieran una
modificacion/suspension en el ritmo de alimentacion enteral.

Muerte.

Tratamiento de los datos:

Métodos informaticos: para el tratamiento del texto y las graficas se ha usado

“Microsoft Word 2010” y “R commander”.

Métodos estadisticos: para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el

paquete estadistico R commander. Se cre6 una base de datos de las variables. Se ha realizado

un analisis descriptivo de las variables con estimacion puntual e intervalo de confianza para el
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95% de seguridad, tratdindose las variables continuas como medias, desviacion estandar o
medianas segun la distribucion de la variable. Las variables categdricas se presentan en
frecuencias y porcentajes. Se correlacionaron las cifras de calprotectina fecal con el resto de

variables.

Analisis multivariante: Se realizd un analisis multivariante y dependiendo del tipo
de variable que se compare cada vez, se us6 un prueba de asociacion estadistica u otra. Se ha
realizado un analisis de regresion logistica multivariante para evaluar de forma conjunta qué
variables se relacionan con el resultado (muerte, NEC o SRIS). Se introdujeron en el modelo
el grupo de variables que resulten estadisticamente significativas en el analisis bivariante,
ademas de aquellas que tengan relevancia clinicamente. Se han tenido en cuenta para el
modelo multivariante los posibles factores de confusion, como el tipo de alimentacion. El
método de seleccion de variables ha sido por pasos sucesivos, considerando en cada paso una

probabilidad de entrada de 0,05, y 0,10 para salida.

En la evaluacion de la precision de la CF como prueba diagndstica se emplearon
curvas ROC C (Receiver Operating Characteristic), indice de la exactitud diagndstica que
proporciona un criterio unificador en el proceso de evaluacion de la prueba. En nuestro
estudio orientada a la evaluacion cuantitativa de la exactitud de la prueba mediante el area
bajo la curva ROC ( el valor de 1 clasificaria al 100% de los enfermos como enfermos y al
100% de los sanos como sanos, en cambio con un valor de 0,5 existiria la misma probabilidad
de clasificar a un enfermo como sano que como enfermo) y a la seleccion de niveles de

decision o umbrales seglin nos interese priorizar sobre sensiblidad vs especificidad.

Cada paciente tiene una hoja de seguimiento individual donde se recogieron todas
las variables de estudio. La valoracion de efectos esperados como NEC, sepsis nosocomial,
fue identificada por el equipo asistencial de neonatdlogos responsables de los neonatos

incluidos en el estudio.

5. LIMITACIONES

En relacion a la recoleccion de muestras ciertas limitaciones son inherentes al
estudio, como es la dependencia de disponer de una muestra de heces el dia de vida requerido
para cada recién nacido, ya que como hemos dicho previamente no se empled sondaje rectal
en ningun caso. Asi como la dificultad de la recoleccion una vez que el paciente ha sido dado

de alta, por el problema de la distancia fisica del domicilio familiar al hospital.

Por otro lado es de considerar el tiempo transcurrido desde que se envia la muestra

hasta que tenemos el resultado de la calprotectina fecal, lo que dependerd mucho del
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laboratorio del hospital donde se trabaje. En si, el test ELISA solo le lleva al facultativo 2,5-3
horas realizarlo. En nuestro laboratorio la limitacion viene dada porque dicho test solo se
realiza un par de veces a la semana, una vez reunido un volumen suficiente de muestras, por
lo que limitaria su uso como marcador precoz y obtencion de resultados en pocas horas.
Recientemente, y porterior a este estudio, se ha incorporado en nuestro laboratiro, un test
inmunoturbidimétrico que analiza la calprotectina fecal en unos 30 minutos , realizandose a

diario.

En relacion a la definiciones para catalogar la enfermedad, concretamente para el
SRIS del recién nacido prematuro, dependen del criterio médico del personal de la Unidad de

Neonatologia, en base a las publicaciones referentes al tema hasta el momento actual.
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1. EPIDEMIOLOGIA DE NUESTRA SERIE

El periodo de inclusion de los pacientes en el estudio se prolongd a lo largo de 7
meses en 3 periodos temporales distintos, con un total de 226 ingresos de RN =35 semanas de
EG en nuestra unidad neonatal, siendo seleccionados aleatoriamente un total de 104 recién
nacidos que cumplian los criterios de seleccion, de los cuales 7 se excluyeron del seguimiento
por diferentes motivos (4 por fallecimiento antes de comenzar a recoger las heces y 3 por
fallo en la extraccion de las muestras iniciales), con lo que forman parte del grupo de analisis
final 97 recién nacidos. Estos quedan distribuidos de la siguiente forma: 2004, 4 meses (50

pacientes); 2008, 2 meses (30 pacientes); 2013, 1 mes (17 pacientes).

A cada nifio se le solicito analisis de calprotectina fecal en 5 momentos diferentes (4
dias, 8 dias, 15 dias, 30 dias y 60 dias), pero no siempre hubo muestra disponible: algunos de
ellos no tenian deposiciones en el dia correspondiente, en algunos la muestra no fue bien
recogida o procesada y en otros casos el paciente habia fallecido o sido dado de alta
perdiendo el seguimiento con la familia por problemas de distancia fisica. Se ha generado un
total de 311 muestras de heces para la determinacion de calprotectina fecal. Si desglosamos
las muestras en cada momento de estudio: Al 4° dia hubo 72 muestras, al 8° dia 82, al 15° dia

80 muestras, a los 30 dias 56 y a los 60 dias hubo 21 muestras (tabla 4).

Tabla 4. Tabla de frecuencias con el niimero de muestras validas e invalidas para el

estudio en cada momento de determinacion

Dia Validos No vilidos
4 72 25
8 82 15
15 80 17
30 56 41
60 21 76
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Un 48% del global son varones y un 52% son mujeres, sin diferencias significativas
al realizar comparaciones en cada grupo de edad gestacional ni tampoco al analizar los datos

de forma agrupada segtin la edad gestacional sea mayor o menor de 30 o de 28 semanas.

En lo referente a la edad gestacional al nacimiento de los recién nacidos incluidos
en este trabajo, la media estd en 30,1 + 2,2 semanas (figura 7), siendo una distribucion que
sigue la normalidad, dado que el test de Shapiro-Wilk nos lo indica asi (mediana de 30,0
(rango 24,0 - 35,0) semanas). Se aprecia que la mayoria se encuentran en el grupo de mayores
de 28 semanas (75’3% vs 23°7%), siendo mas de la mitad del total de 30 semanas o mas

(63°9%).

Figura 7. Graficos de barras de las edades gestacionales de los recién nacidos incluidos.

Porcentaje
S
|

240 250 260 270 280 290 300 31,0 320 330 340 350
edad gestacional

Si atendemos al peso al nacimiento, el peso medio fue de 1321,4 + 351,1 gramos,
siendo muy similar a la mediana de peso (1295 gr (RIC 1090 — 1565)), lo que determina que
es una muestra que sigue la normalidad, lo cual se comprueba mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk. Se puede ver (figura 8) que la mayoria de los casos son menores

de 1500 g (66,0%).
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Si dividimos la muestra segin la edad gestacional en menores de 30 semanas y
mayores o igual a 30 semanas, se aprecia que el peso medio de los primeros es de 1086,1 +
265,2 gramos y el de los mayores de 30 semanas es de 1458,7 £ 322,2 gramos (figura 9),
siendo las diferencias entre ambos grupos estadisticamente significativas (p<0,0001). Si
hacemos el corte en 28 semanas de edad gestacional, los de 28 o menos tienen un peso medio
de 972,3 + 237,3 gramos y los mayores lo tienen de 1435,6 + 307,4 gramos (figura 10), con

diferencias igualmente significativas estadisticamente (p<0,0001).

Figura 8. Grafico de barras con pesos al nacimiento agrupados en menores o mayores
de 1500 g
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Figura 9. Graficos de barras de pesos al nacimiento segiin la edad gestacional sea menor

o mayor de 30 semanas.
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Figura 10. Graficos de barras de pesos al nacimiento segiin la edad gestacional sea

menor o mayor de 28 semanas.
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Atendiendo al tipo de parto, la gran mayoria fueron mediante cesarea, siendo solo 8

por via vaginal (8,24%).

Poco mas de la mitad de los recién nacidos estudiados tomaba lactancia materna de
forma exclusiva (41,2%) o predominante (18,6%) frente a un 40,2% de férmula adaptada
exclusiva (figura 11), que en un 80% de casos correspondio a féormula de prematuro, frente a

un 20% de hidrolizado extenso.

Figura 11. Graficos de barras de tipo de lactancia predominante en los primeros 30 dias

de vida.
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En nuestra serie, un total de 38 pacientes tienen criterios de enfermedad en algin

momento, lo cual supone un 39,1% del global.

Esos 38 pacientes suponen un total de 59 muestras de calprotectina cursadas estando
con enfermedad, en diferentes momentos. En el dia 4 hay muestras de 14 nifios enfermos, en
el dia 8 hay 16 neonatos con criterios de enfermedad, en el dia 15 hay 20 casos con

enfermedad, en el 30 hay 7 de ellos y, finalmente, en el 60 hay 2.

Entre las enfermedades presentes en nuestros pacientes destacan: 21 sepsis (19 son
nosocomiales y 2 son verticales) siendo el germen mas frecuente los Staphilococcus sp con un
41°4% de casos; 8 pacientes con SDR-I graves; 6 cuadros de distrés intestinal y 2 ECN

confirmadas y para terminar un cuadro de infeccion del tracto urinario.

Del total de pacientes, 28 estaban con algun criterio de enfermedad s6lo en una de
las determinaciones, teniendo sélo un proceso (1 ITU, 4 distrés, 2 ECN, 8 SDRI, 13 sepsis) y
10 de ellos han tenido proceso de enfermedad en dos o mas momentos de extraccion de
heces, (8 sepsis nuevas y 2 nifios que tenian distrés mantenido en dos momentos

determinados).

2. CALPROTECTINA EN RECIEN NACIDOS PRETERMINO
SANOS Y ENFERMOS, ASi COMO LA VALORACION DE SU
CINETICA

En la tabla 5 se han agrupado todas las muestras de heces de RN extraidas en dias

en los que estaban sanos y las de RN en dias en los que estaban enfermos, y comparado sus

CF, logrando encontrar diferencias estadisticamente significativas.

No se encontraron diferencias significativas en las calprotectinas medias de los

distintos episodios de enfermedad considerados, independientemente de cual fuese su causa.

En nuestro trabajo se ha comprobado que la calprotectina del prematuro enfermo
tarda unos 10-20 dias en descender a cifras similares a pretérminos sanos, destacando que en
ambos procesos de ECN permanece elevada durante 20-30 dias, mas prolongado que en el

resto de patologias.
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Tabla 5. Comparacion de cifras de calprotectina entre RN pretérminos sanos y

enfermos.
N° de

Grupo de N° de

muestras Media DE Mediana p25 p75 P

RNPT episodios
de heces
No enfermos 92 252 204,61 111,98 177,25 127,33 | 278,62
0,001

Enfermos 38 59 552,82 | 402,83 473,50 322,12 | 671,00

En la tabla 6 se describe el nimero de muestras aportadas por los pacientes en cada dia
de estudio y se muestran sus estadisticos analiticos principales (media, mediana, desviacion
tipica), sin diferenciar a los nifios segin estuvieran o no enfermos en cada momento de
extraccion de muestra de heces, con el objetivo de apreciar la cinética de la calprotectina en

los primeros dos meses de vida de los recién nacidos pretérminos

Tabla 6. Nimero de muestras en cada dia de analisis y principales parametros

estadisticos analiticos.

dia-4 dia8 | dia-15 | dia-30 | dia-60
Nde | Validos 72 82 80 56 21
MUeSras | perdidos 25 15 17 41 76
Media 353,43 | 240,74 | 30331 | 227,61 | 169,81
Mediana 295,00 | 15500 | 228,00 | 132,00 | 153,00
Desv. tip. 24331 | 23845 | 292,93 | 32692 | 101,05

Es evidente que a partir del dia 8 hay un primer descenso en las cifras de calprotectina
fecal en los RNPT, habiendo un nuevo ajuste a la baja a los 30 y 60 dias, sin ser ain en esas
fechas cifra como en los nifios mayores de un afio, donde se considera normal por debajo de

50-100 pg/g.
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Se han representado en la tabla 7 y en la figura 12 las cifras de calprotectina en los dias

4, 8, 15, 30 y 60 y finalmente de forma global, diferenciando las muestras de prematuros

sanos y enfermos, reflejando las medias, medianas y desviacion tipica. Cabe destacar la clara

elevacion, con diferencias significativas desde el punto de vista estadistico, de la calprotectina

de los RNPT enfermos frente a los sanos en todos los dias. A los 60 dias, los resultados son

poco valorables para enfermos pues so6lo dos pacientes tuvieron algiin episodio significativo

de enfermedad (intestinal o sistémica). Por ultimo, realizando las medias de calprotectina de

los recién nacidos prematuros agrupandolos segin estén enfermos o sanos, se obtiene una

comparacion de medias que demuestra que las diferencias no se deben al azar, como

apuntamos previamente.

Tabla 7. Estadisticos descriptivos de las calprotectinas en los diversos dias diferenciando

entre RNPT sanos y enfermos

Estadisticos pro DI 0 a en R
RNP ON P OLC
DIA 4 N° muestras 58 14
Media 289,24 619,36
Mediana 242,50 630,50
D. tipica 183,659 284,420
P25 148,25 402,25
P75 432,50 797,50
p 0,001
DIA 8 N° muestras 66 16
Media 176,82 504,44
Mediana 139,50 470,50
D. tipica 132,469 372,643
P25 67,75 130,25
P75 241,25 710,75
p 0,013
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DIA 15 N° muestras 60 20
Media 219,75 545,85
Mediana 178,00 401,00
D. tipica 171,839 429,239
P25 96,25 287,75
P75 312,75 664,75
p 0,001
DIA 30 N° muestras 49 7
Media 163,27 678,00
Mediana 128,00 539,00
D. tipica 125,17 764,13
P25 72,50 120,00
P75 236,00 881,00
p 0°0001
DIA 60 N° muestras 19 2
Media 154,74 313,00
Mediana 134,00 313,00
D. tipica 92,281 74,953
P25 94,00 260,00
P75 195,00 366,00
p 0,374
Todos los dias N° episodios 92 38
N° muestras 252 59
Media 204,61 552,82
Mediana 177,25 473,50
D. tipica 402,83 111,98
P25 127,33 322,12
a
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P75 278,62 671,00

p 0,0001

En la tabla 8 se aprecian los estadisticos descriptivos de las calprotectinas, separando
los sanos de los enfermos entre si y aplicando comparaciones entre sanos en los diferentes

momentos.

La media de calprotectina a los 4 dias de vida es discretamente mas elevada que en los
demas dias siguientes, con diferencias estadisticamente significativas frente a los dias 8 y 30.
La calprotectina en el dia 8 en los RNPT sanos es mayor de forma estadisticamente

significativa que a los 15 dias.

Teniendo en cuenta los periodos de tiempo en los que se reclutaron los pacientes, y de
cara a una mejor reproductibilidad de los resultados, se analizaron por separado las muestras
de pacientes sanos pertenecientes a los 3 periodos de recogida de las mismas en cada dia por

separado, siendo las medias de CF comparables en los dias 4, 8 y 15.
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Tabla 8. Estadisticos descriptivos de los diversos dias en RNPT enfermos y en RNPT

sanos
B
Dia 4 Dia 8 Dia 15 Dia 30 Dia 60
N° pacientes enfermos 14 16 20 7 2
Media 619,36 504,44 545,85 678,00 | 313,00
Mediana 630,50 470,50 401,00 539,00 | 313,00
Desviacion tipica 284,42 372,64 429,23 764,13 | 74,95
P25 402,25 130,25 287,75 120,00 | 260,00
P75 797,50 710,75 664,75 881,00 | 366,00
p sélo enfermos ns

RNPT SANOS
Dia 4 Dia 8 Dia 15 Dia 30 Dia 60
N° pacientes sanos 83 81 77 90 95
Media 289,24 176,82 219,75 163,27 | 154,74
Mediana 242,50 139,50 178,00 128,00 | 134,00
Desviacion tipica 183,65 132,46 171,83 125,17 | 92,28
P25 148,25 67,75 96,25 72,50 | 94,00
P75 432,50 241,25 312,75 236,00 | 195,00
p (dia 4, dia 8) = 0,001
p sélo para los RNPT sanos p (dia 4, dia 15) = 0,409
p (dia 4, dia 30) = 0,008
a
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p (dia 4, dia 60) = 0,081
p (dia 8, dia 15) = 0,025
p (dia 8, dia 30) = 0,758
p (dia 8, dia 60) = 0,667
p (dia 15, dia 30) = 0,543
p (dia 15, dia 60) = 0,359

p (dia 30, dia 60) = 0,883

Figura 12. Valores de calprotectina en los diferentes dias de extraccion

en RNPT sanos (A) y en RNPT enfermos (B)
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3. CORRELACION DE VARIABLES ESTUDIADAS CON CIFRAS
DE CALPROTECTINA FECAL EN RECIEN NACIDOS
PRETERMINOS SANOS.

Se ha representado en las tablas 9 a 13 las cifras de calprotectina en los dias 4, 8, 15
y 30, reflejando las medias y desviaciones tipicas, y se han puesto en correlacion con diversas
variables clinicas como edad gestacional, alimentacién predominante y peso al nacimiento.
Para la edad gestacional se han hecho en dos cortes, uno segin el recién nacido fuera mayor

de 28 semanas y el otro segin fuera menor de 30 semanas.

Tabla 9. Estadisticos descriptivos de los diversos dias en RNPT sanos segun tipo de

parto
Tipo de parto Estadisticos dia-4-sanos  dia-8-sanos  dia-15-sanos  dia-30-sanos
cesarea Media 277,93 182,59 253,33 125,59
Desv. tip. 174,35 157,39 223,96 92,40
vaginal Media 381,67 171,00 130,50 184,33
Desv. tip. 306,06 165,46 16,26 98,33
Total Media 288,30 181,79 243,88 134,40
Desv. tip. 186,32 154,88 217,42 93,11
P ns ns ns ns
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Tabla 10. Estadisticos descriptivos de los diversos dias en RNPT sanos segiin tipo de

lactancia predominante

LM o FP Estadisticos dia-4-sanos dia-8-sanos dia-15-sanos dia-30-sanos
LM Media 302,47 155,38 227,08 154,96

Desv. tip. 190,03 112,77 185,88 109,09
Formula Media 267,59 214,33 207,09 174,33
adaptada

Desv. tip. 174,85 156,89 147,71 145,99
Total Media 289,24 176,82 219,75 163,27

Desv. tip. 183,65 132,46 171,83 125,17
p ns ns ns ns
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Tabla 11. Estadisticos descriptivos de los diversos dias en RNPT sanos segiin Corte de

edad gestacional en 30 semanas

EG > 0 <30 semanas dia-4- dia-8-sanos dia-15- dia-30-sanos
sanos sanos
<30 sem Media 261,00 153,04 204,73 162,05
Desv. tip. 203,20 137,29 163,46 108,11
>30 sem Media 299,09 189,53 228,45 164,26
Desv. tip. 177,84 129,65 178,07 139,58
Total Media 289,24 176,82 219,75 163,27
Desv. tip. 183,65 132,46 171,83 125,17
P ns ns ns ns
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Tabla 12. Estadisticos descriptivos de los diversos dias en RNPT sanos corte de edad

gestacional en 28 semanas.

EG < o0 > 28 semanas dia-4- dia-8- dia-15-sanos  dia-30-sanos
sanos sanos
<28 semanas Media 314,50 184,43 165,75 145,71
Desv. tip. 247,73 164,40 194,17 111,00
> 28 semanas Media 283,69 177,16 233,25 170,29
Desv. tip. 175,68 124,34 165,26 131,27
Total Media 288,02 178,72 219,75 163,27
Desv. tip. 185,05 132,58 171,83 125,17
p ns ns ns ns
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Tabla 13. Estadisticos descriptivos de los diversos dias en RNPT sanos segin el peso al

nacimiento fuera mayor o menor de 1500 gramos

Peso <0 >de 1500 g dia-4-sanos dia-8-sanos  dia-15-sanos  dia-30-sanos
<1500 g Media 284,90 156,20 166,95 171,49
Desv. tip. 179,22 139,67 135,47 135,73
>=1500 g Media 294,22 210,64 333,68 131,20
Desv. tip. 191,93 114,42 189,61 65,90
Total Media 289,24 176,82 219,75 163,27
Desv. tip. 183,65 132,46 171,83 125,17
p ns ns 0,0002 ns

89



RESULTADOS

4. CAPACIDAD PREDICTIVA DE LA CALPROTECTINA FECAL
EN SEPSIS NOSOCOMIAL

En la tabla siguiente se aprecian los pacientes que han tenido algin proceso de
enfermedad mas alla del dia 4, fecha del primer cierre intestinal, y que tenian muestra de
heces en la fecha inmediatamente anterior, con el objetivo de ver si antes del diagnostico del
proceso patologico ya habia elevacion de la calprotectina. Se aprecia que de los 38 pacientes
que han sufrido enfermedad, hay 19 pacientes con cuadros de sepsis nosocomial bajo criterios
actuales (19,58% de incidencia de sepsis nosocomial en nuestra serie) y 12 de ellos han tenido
sepsis nosocomial en los primeros 60 dias de vida y han tenido recogida una muestra de heces
para calprotectina en los dias inmediatamente anteriores. De esos 12 casos (tabla 14), hay dos
con calprotectinas previas normales (una de 136 pg/g extraida 5 dias antes y una de 123 ug/g
extraida 9 dias antes) y dos con calprotectinas levemente elevadas para la media de la fecha
correspondiente (una de 242 pg/g sacada 5 dias antes del cuadro infeccioso y otra de 281 ug/g
sacada 2 dias antes), siendo en los 8 casos restantes cifras bastante por encima de la media
para la fecha (mediana de 723 ug/g), extraidas entre 1 y 7 dias previos al inicio del cuadro

infeccioso sistémico.
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Tabla 14. RNPT con proceso de enfermedad por sepsis mas alla del dia 4 y que tuvieran

muestra de calprotectina en la fecha inmediatamente anterior. Dias en que estaban

enfermos y cifra de calprotectina.

Dias entre

Dia de Cifra de
muestra de
Numero de Fecha de inicio calprotectina calprotectina
heces y debut
paciente de sepsis inmediatamente inmediatamente
de proceso
anterior anterior (ng/g)
séptico
14 20 15 5 1500
16 20 15 5 242
20 34 30 4 365
21 18 15 3 327
22 17 15 2 281
29 37 30 7 881
31 33 30 3 2281
34 39 30 9 123
47 35 30 5 622
54 20 15 5 136
77 18 15 3 318
84 9 8 1 825
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5. CURVAS ROC

En cuanto a la aplicacion de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) en la
calprotectina, se ha elegido los valores que puedan servir de posibles marcadores de riesgo de
enfermedad en los diferentes dias de vida, anticipandose a la aparicion de la misma. En la
tabla 15 se puede apreciar que en todos los casos el area bajo la curva (AUC) esta por encima
de 0,5 y para los puntos de corte representados se ha adjuntado la mejor sensibilidad y

especificidad correspondientes posibles.

Tabla 15. Datos de la curva ROC para calprotectina a los 4, 8, 15 y 30 dias,

representando el punto de corte, su sensibilidad y especificidad aportada.

Marcador Areabajola  Punto de corte Sensibilidad Especificidad

curva

Calprotectina 4 dias
8 dias 0,786 388,0 71,4% 92,5%
15 dias 0,845 2490 94,4% 73%
30 dias 0,969 297,5 100% 88,2%
a
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DISCUSION

1. EPIDEMIOLOGIA

La prematuridad es la primera causa de morbimortalidad neonatal e infantil. El
indice de nacimientos prematuros en Europa se sitia en torno a un 5-10%, y es que no solo
varia entre distintos paises sino que puede variar entre las diferentes Comunidades autonomas
y entre los diferentes hospitales, llegando en Malaga a ser del 10 % del total de recién
nacidos. El aumento paulatino de la tasa de prematuridad registrado es sobre todo debido al
aumento de los denominados prematuros tardios con EG de 34+0 a 36+6 s, manteniéndose
relativamente estable el nacimiento de prematuros de EG inferiores (Shapiro-Mendoza CK et

al 2012).

En el tiempo de duracion de nuestro trabajo hubo unos 226 recién nacidos pretérmino
que ingresaron, pero en algunos de ellos hubo falta de conocimiento por el equipo
investigador y no pudieron ser reclutados, siendo finalmente seleccionados aleatoriamente
104 recién nacidos durante un periodo de recogida de 7 meses (repartido en distintos
momentos temporales), que cumplieron los criterios de inclusion. Siete de ellos cumplia algun
criterio de exclusion, siendo en 97 pacientes en los que pudo realizarse la recogida de las
muestras a lo largo del periodo de seguimiento, obteniendo un total de 311 muestras validas.
A pesar de ello, tenemos un porcentaje no despreciable de muestras invalidas, el 35,8%, bien
porque no hubiesen podido ser recoleccionadas por el personal sanitario, por haber sido
recogida una cantidad insuficiente de heces, por fallecimiento del paciente una vez iniciada la
recogida de muestras o por imposibilidad de seguimiento una vez dado el alta hospitalaria,
siendo éste el principal motivo de las muestras no recogidas en el dia 60 de analisis, donde se

concentra casi la mitad de las muestras invalidas (43,6%), segiin podemos ver en la tabla 4.

Como ya describieron otros autores, hay una gran variacion interindividual en las
muestras, dependiendo de cémo sean recogidas, principalmente en lo relacionado con la
absorcion del liquido por el pafial, aunque autores como Olafsdottir et al refieren que eso
incrementa en menos de un 30% la concentracion de calprotectina fecal. En nuestro estudio
este posible sesgo se solventa parcialmente ya que todas las muestras fueron recogidas de
igual manera, por recoleccion de heces depositadas recientemente en el pafial, sin emplear el

sondaje rectal en ningln caso.

Los recién nacidos incluidos en el estudio se encuentran en sus variables
antropométricas dentro de los valores normales, pudiendo ser comparados con otras
poblaciones similares. No hubo diferencias entre sexos. Segun podemos ver en la figura 7, la

edad gestacional media estd en 30,1+ 2,2 semanas, siguiendo una distribucién normal con una
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media de peso de 13214351 g acorde a la media de EG. Podemos apreciar que la frecuencia
de prematuros tardios incluidos en el estudio es menor que el grupo 28-33 semanas de EG,
probablemente por la corta estancia o incluso la no necesidad de ingreso en la unidad
neonatal. Aun asi, mas de la mitad de los prematuros incluidos en el estudio, el 63,9%, tienen

una edad gestacional de 30 semanas o mas.

Respecto al tipo de parto, la gran mayoria se realiz6 mediante cesarea, solo un 8,24 %
fueron via vaginal. Nuestro porcentaje de cesareas es superior a lo publicado en la literatura, a
pesar de la variabilidad entre distintas regiones y de que el numero de cesareas realizadas en
los ltimos afios en partos prematuros ha ascendido. Segun el proyecto MOSAIC (Zeitlin et al
2010) que abarca las tasas de cesarea en 10 regiones Europeas, el porcentaje medio de
cesareas realizadas en prematuros de 28 a 31 semanas de EG es del 65% , variando desde un
48,7% registrado en zona central y este de Holanda, al 87,4% de Hesse, en Alemania. Dicho
porcentaje disminuye a mayor edad gestacional como muestra un estudio multicéntrico
realizado en Australia entre 2007 y 2011 con porcentajes de cesarea del 50.9% a las 32— 33
semanas de EG (12 hospitales, rango 43.4-58.1%); y 36.4% a las 34-36 semanas (51
hospitales, rango 17.4-48.3%) (Bannister et al 2015).

En relacion a la alimentacion del recién nacido en los primeros 30 dias de vida, segun
muestra la figura 11, poco mas de la mitad de los recién nacidos estudiados tomaba lactancia
materna de forma exclusiva (41,2%) o predominante (18,6%) frente a un 40,2% de féormula
adaptada exclusiva. Las cifras de lactancia materna exclusiva son inferiores a las deseadas
puesto que en la época de realizacion del estudio no estaba implantado el suministro de leche
materna donada procedente de banco, siendo en el afo 2014 las cifras de lactancia materna

exclusiva al alta en RNMBP de un 59%, y mixta del 76%.

2. CIFRAS NORMALES MAS ELEVADAS EN RECIEN
NACIDOS PRETERMINO SANOS RESPECTO A NINOS-
ADULTOS.

Los niveles de calprotectina fecal aceptados como normales en nifios mayores de un afio
en la bibliografia son de 50 pg/g con una sensibilidad del 90% y una especificidad del 83%
para correlacionarlos con procesos inflamatorios intestinales (Berni Canani R et al 2004,

Costa F et al 2003).
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Como primer resultado destacable hemos de sefalar, segin se muestra en la tabla 5, la
comprobacion de las cifras mas elevadas de calprotectina fecal en los primeros meses de la
vida en los RNPT (92 episodios de salud; media 204,61 pg/g), lo cual coincide con lo
publicado por numerosos estudios que corroboran estas cifras mas elevadas en neonatos
sanos, tanto a término como pretérminos (Kapel et al 2010). Dichos valores, medidos en
distintos momentos, de calprotectina fecal por diversos estudios se muestran a continuacion:
RNAT: en las semanas 2-10 de vida en 27 RNAT sanos (media 277 ug/g) por Olafsdottir y
col. (Olafsdottir et al 2002), en los dias 3-7 en 69 RNAT sanos (mediana de 167 pg/g) por
Campeotto y col (Campeotto et al 2004);en la 6° semana en 20 RNAT sanos ( mediana de
269 ng/g) por Rugtveit y col. (Rugtveit et al 2002). RNPT: en las semanas 1-8 en 52 RNPT
<1500 gramos sanos (mediana de 253 pg/g, 9-1867) por Josefsson y col (Josefsson et al
2007), en la semana 2-7 en 19 RNPT <35 semanas sanos (mediana de 160 pg/g, 15-650) por
Campeotto y col. (Campeotto et al 2007). Vemos con estas cifras la amplia variabilidad

interindividual existente.

Los valores mayores de CF en los primeros meses de la vida comparados con nifios
mayores o adultos son el reflejo de una mayor permeabilidad intestinal que conduce a
migracion transepitelial de neutrofilos, resultando en un estado de inflamacioén intestinal
subclinica fisiolégico. En ¢l RNPT se ha objetivado una permeabilidad mayor respecto al
RNAT solo en primeros dias de vida, no estando relacionada con la edad gestacional ni con el
peso al nacimiento, igualandose posteriormente debido a la rapida adaptacion intestinal del
intestino del prematuro (Van Elburg et al 2003). No habiendo diferencias en las cifras

publicadas en la literatura de CF en el RNPT y el RNAT en los primeros meses de vida.

3. CINETICA DE LA CALPROTECTINA FECAL EN EL RECIEN
NACIDO PRETERMINO EN LOS PRIMEROS MESES DE
VIDA

La variacion de las cifras de calprotectina fecal en los primeros meses de la vida,
consecuencia de la maduracion intestinal y proceso de cierre intestinal que finaliza en tercer
trimestre de la vida, ha sido muy estudiada en numerosos estudios en los ultimos afios,
actualmente se siguen publicando estudios para evaluarla desde la prematuridad hasta el

primer afio de vida.

Desde los primeros en objetivarla en sus estudios como Olafsdottir y colaboradores

en 2002 encontrando en el RNAT un descenso significativo de las cifras de CF medidas desde
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la semana 2 a la semana 10, seguido por Rugtveit y col. en 2002 quienes plantearon la
necesidad de establecer valores de referencia en diferentes grupos de edad estudiando nifios
desde las 6 semanas a los 5 afios de edad, encontrando diferencias significativas en los
distintos grupos de edad siendo las cifras mas elevadas en los mas jovenes. Hasta articulos
muy recientes que denotan la misma tendencia, como Li F y col. en 2015 quienes estudian las
cifras de CF en 288 nifios sanos de 1 a 18 meses ,estableciendo distintos grupos de edad, con
valores promedio de 375.2 pg/g (1-3 meses) y 217.9 pg/g (3—6 meses) en los lactantes mas
pequeiios, después los valores se reducen hasta aproximadamente 100 pg/g (6—18 meses) en
los lactantes mayores y nifios pequefios. Las cifras de CF mostraron variar con la edad con

una correlacion negativa de forma significativa.

Si nos centramos en el RNPT, ha sido estudiada la cinética de CF desde
Campeonotto y col. en 2007 (posterior al inicio de nuestro estudio), en RNPT <35 semanas de
EG con una muestra semanalmente desde ingreso al alta, no encontrando cambios

significativos en los valores de CF a lo largo del primer mes de vida.

Por el contrario nuestro estudio, si que muestra una cinética bien definida. Los valores
de CF descienden a lo largo de los dos primeros meses de vida, lo que podria estar explicado
por el proceso de maduracion intestinal partiendo de un estado de permeabilidad intestinal

aumentada de forma fisioldgica en el recién nacido.

Tanto si tenemos en cuenta todas las muestras de nuestro estudio, considerando
muestras pertenecientes a pacientes enfermos y sanos como se muestra en la tabla 6; como si
consideramos s6lo muestras pertenecientes a pacientes sanos segin figura en la tabla 8; los
datos muestran en ambos casos la misma cinética. Detalladamente en la tabla 8 vemos que en
el grupo de pacientes sanos queda reflejada por una media de calprotectina a los 4 dias de
vida (media: 289 pg/g) mas elevada que en los dias siguientes, con diferencias
estadisticamente significativas frente a los dias 8 (media: 176 pg/g), momento que traduce un

primer cierre intestinal, y posteriormente frente al dia 30 (media: 163 pg/g).

Coincidiendo con lo publicado por Josefsson et al en 2007, nuestro estudio muestra un
incremento de la calprotectina en el dia 15 (219 pg/g) de forma estadisticamente significativa
respecto al dia 8 que podria estar justificado por una estimulacion fisiologica de antigenos
como son la alimentacidn enteral y colonizacion bacteriana intestinal. Josefsson et al evalta a
52 RNPT <35 semanas de EG sin enfermedad gastrointestinal grave. Su estudio muestra un
descenso significativo de los valores en la primera semana de vida (valores en semana 0 a
semana 1: mediana 332 pg/g vs 190 pg/g) seguido de un incremento significativo de la

semana 1 a la 8 (mediana 253 pg/g). Nosotros, tras un primer tiempo de cierre intestinal, a

97



DISCUSION

pesar de dicho ascenso del dia 15, las cifras de calprotectina continuan descendiendo aun sin

llegar a equiparse a las cifras de normalidad para nifios mayores de un afio.

4. INFLUENCIA DE VARIABLES COMO EL TIPO DE PARTO,
TIPO DE ALIMENTACION PREDOMINANTE, EDAD
GESTACIONAL O PESO AL NACIMIENTO.

No podemos obviar variables tan importantes en este grupo de edad, como son el
tipo de parto, el tipo de alimentacion predominante, la edad gestacional o el peso al

nacimiento.

Atendiendo al tipo de parto, como hemos comentado previamente, en nuestra
muestra la gran mayoria se realizdo mediante cesarea. Tras analizar las cifras de CF en cada
dia por separado, como muestra la tabla 9, no hay diferencias estadisticamente significativas
atendiendo al tipo de parto. Estos resultados deben ser interpretados con cautela por el bajo

porcentaje de partos via vaginal.

Del mismo modo Rouge y col. en 2010 no encuentran correlacion entre CF y tipo de
parto en muestras analizadas en torno a 2° semana de vida (47 RNPT: 16 cesareas; 31 parto
vaginal). Sin embargo, una correlacion positiva entre las cifras de CF y el parto mediante
cesarea fue corroborada por otros autores como Jossefsson (52 RNPT: 24 cesarea; 10 parto
vaginal), pero so6lo en muestras recogidas a partir de la primera semana no siendo asi en la
primera muestra meconial tras el nacimiento, justificando esto por el retraso en una
colonizacion por flora comensal documentada principalmente en el RNAT con parto por

cesarea (Josefsson S et al 2007).

Atendiendo al tipo de lactancia predominante, son numerosos los estudios en la
bibliografia que intentan relacionarla con las cifras de CF, sin ser dichos resultados
esclarecedores. En nuestra muestra poco mas de la mitad de los recién nacidos estudiados
tomaba lactancia materna de forma exclusiva (41,2%) o predominante (18,6%) frente a un
40,2% de formula adaptada exclusiva (figura 11). Consideramos importante su analisis por el

papel que juega la alimentacion enteral en el proceso de adaptacion y maduracion intestinal.
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Como muestra la tabla 10, tras analizar en cada uno de los dias por separado, las
cifras de CF segun correspondiesen a muestras de recién nacidos que tomaban foérmula
adaptada o lactancia materna de forma predominante, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas, siendo las cifras de CF menores en grupo de lactancia materna

comparado con el de formula sélo en los dias 8 y 30.

El hecho de no encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos, refleja que mas que el tipo de alimentacion enteral es la situacion de inanicion
intestinal, frecuente en unidades neonatales, la que perjudica de forma directa al trofismo

intestinal.

Del mismo modo, son numerosos los estudios que mantienen que las cifras de CF
no dependen del tipo de alimentacidn, tanto en RNAT (Campeotto F et al 2004, Rosti L et al
2011) como en RNPT (Josefsson S et al 2007, Yang Q et al 2008; Campeotto F et al 2007).

Por el contrario hay estudios que si que establecen una influencia del tipo de

alimentacion en las cifras de CF, sin un sentido claro.

Por un lado, autores como Rouge y col. 2010 en 47 RNPT describen cifras de CF
mas elevadas en alimentados con féormula exclusiva o predominante vs lactancia materna (266
vs 126 ug/g). Esto iria en consonancia con lo publicado anteriormente por Catassi y col. 1995
en RNAT y Taylor y col. en 2009 en RNPT respeto a la relacion de la permeabilidad
intestinal y tipo de alimentacion durante el primer mes de vida. Establecen que aquellos
recién nacidos alimentados exclusivamente con lactancia materna tienen cifras menores de
permeabilidad intestinal respecto a los alimentados con férmula, debido a los factores de la
leche humana que favorecen el desarrollo de las uniones estrechas, y/o al dafio que la férmula

artificial pueda ejercer en la mucosa intestinal.

Sin embargo, por otro lado hay autores que establecen una relacion contraria. Ya sea
en lactantes en primeros meses de vida donde el subgrupo con lactancia materna exclusiva
tiene cifras de CF mas elevadas respecto a aquellos con formula artificial, o mixta (Savino et
al 2010, Feng Li et al 2014, Lee Y et al 2017; Asgarshirazive M et al 2017); o en recién
nacidos pretérmino , siendo Yoon JM y col. en 2014 quienes objetivan cifras de CF mas alta
en RNPT con alimentacion mixta respecto a los alimentados exclusivamente con férmula de

forma estadisticamente significativa.

Otros parametros también son estudiados en la literatura respecto a la alimentacion.
Se describe una correlacion positiva de las cifras de calprotectina fecal con el volumen de

alimentacion enteral tolerada tras la primera semana de vida, una vez producido el primer
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cierre intestinal (Rouge C et al 2010; Josefsson S et al 2007). Se argumenta que dichos
resultados son consistentes con la teoria de que “antigenos” de la luz intestinal, como podrian
ser la colonizacion por bacterias comensales y los antigenos de la dieta, inducen un estado de

inflamacion intestinal subclinica.

Atendiendo a la edad gestacional, la media de los recién nacidos incluidos en
nuestro trabajo se situa en las 30,1 + 2,2 semanas (Figura 7), siguiendo una distribucion
normal. La mayoria pertenece al grupo de >28s (75,3% vs 23,7%), con un peso medio de
1435 g. Mas de la mitad del total de los recién nacidos fueron > 30 semanas (63,9%) con un

peso medio de 1458 g.

Analizamos nuestros datos en cada uno de los dias por separado y realizamos dos
cortes en 28 y 30 semanas. Por un lado comparamos las cifras de CF en los recién nacidos
<28 semanas respecto a los >28 semanas y por otro comparamos las cifras de los recién
nacidos <30 semanas respecto a los >30 semanas. En cada uno de los grupos hubo una
diferencia de peso en el corte establecido estadisticamente significativa (Figuras 9 y 10). En
ningun caso se encontr6 una relacion estadisticamente significativa de las cifras de CF con la
edad gestacional segiin muestran las tablas 11 y 12, coincidiendo con lo publicado en la
mayoria de los estudios en RN pretérminos (Campeotto F et al 2007 y 2009; Aydemir O et al
2012, Yang Q et al 2008).

Por el contrario un estudio reciente multicéntrico, HELIOS (Zopelli L et al 2012),
tras estudiar la CF a 140 prematuros sanos <1500g, con muestras recogidas a dias alternos
durante 28 dias, muestra la dependencia tanto de la edad gestacional como postnatal.
Respecto a la cinética de la CF, las cifras descienden hasta el 8° dia, y luego van en ascenso, a
excepcion de los prematuros <26 s cuyas cifras de CF contintian bajando, hecho que
especulan podria ser por inadecuada respuesta inmune en los mas prematuros. Respecto a la
dependencia de CF con la edad gestacional hacen 3 grupos: <26 semanas; >26 y <29 s; >29 y
<32s; en primera semana de vida los prematuros mas extremos tienen cifras de CF mas
elevadas respecto a los prematuros de mayor edad gestacional, hecho que podria ser explicado

por la inmadurez intestinal.

Un estudio mas pequefio realizado por Yoon JM y col. en 2014 muestra la
correlacion entre cifras de CF y los dias de vida tras el nacimiento en funcién de la edad
gestacional (seguimiento durante 2 meses en 142 muestras de 12 RNPT), estableciendo una
correlacion positiva en el grupo de <26 s y negativa en el de >26s y <30s, contraria a lo

comentado en el estudio anterior (figura 13).
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Figura 13. Correlacion de cifras de CF y dias de vida segiin publicacion de Yoon et al

2014.
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Por ultimo, y en lo referente al peso al nacimiento, ¢l peso medio de los pacientes
incluidos en nuestra muestra es de 1.321,2 = 531,1 g siguiendo una distribucion normal. La

mayoria de los casos son <1500g (66%) ( Figura 8).

Mostramos en la tabla 13 el analisis de las cifras de CF en cada dia por separado,
comparando prematuros con peso < o > de 1500 g. Se obtienen cifras de CF inferiores en los
<1500 g respecto a los >1500 g, en los dias analizados dentro de las 2 primeras semanas de
vida, siendo estadisticamente significativo inicamente en el dia 15 de vida con cifras medias
de 166,95 nug/g vs 333,68 ug/g hecho de que forma aislada en dia 15 no le damos una

interpretacion relevante.

De la misma forma, el resto de estudios publicados (Aydemir O et al 2012;
Campeotto F et al 2007) no encuentran relacion entre las cifras de CF y el peso al nacimiento,
a excepcion de Campeotto y col. en 2009, que afirmando que no hay correlacion significativa
entre las cifras de CF y el peso al nacimiento, halla cifras significativamente inferiores de CF

en RNPT con peso < 1800 g comparado con peso >1800 g (mediana de 200 vs 279 ng/g).

101



DISCUSION

En resumen, en nuestro trabajo los valores de calprotectina fecal en los recién
nacido pretérmino sanos estudiados no se relacionan con el tipo de parto, tipo de alimentacion
predominante (lactancia materna o féormula artificial), edad gestacional ni peso al nacimiento,
a excepcion de que, solo en el dia 15, los RN de peso mayor o igual a 1500 gr tienen cifras de
CF mas elevadas respeto a los menores de 1500 g al nacimiento de forma estadisticamente

significativa, no siendo asi en el resto de dias estudiados.

5. CIFRAS DE CALPROTECTINA FECAL EN RECIEN
NACIDOS PRETERMINOS ENFERMOS RESPECTO A
SANOS.

La calprotectina fecal, siendo un excelente marcador, con alta sensibilidad para
monitorizar la actividad inflamatoria intestinal tanto en nifios como en adultos, ademas
cumple los criterios de test ideal: simple, poco costoso, seguro, no invasivo, con buena
aceptacion por parte de los pacientes y personal sanitario, objetivo, fidedigno y se modifica

ante intervenciones terapeuticas pudiendo de ese modo valorar asi su respuesta.

A dia de hoy, y considerando su uso en las unidades neonatales, el principal
inconveniente es la alta variabilidad interindividual en recién nacidos a término y
prematuros sanos en el contexto de la cinética definida en esta etapa de la vida; y por otro su
menor especificidad en definir la causa de la inflamacion intestinal, hecho que cobra especial

importancia en el neonato.

En nuestra serie el 39,1% (38/97) de los recién nacidos presentaron criterios de

enfermedad, aportando la mayoria de ellos s6lo una muestra al estudio (73,6%).

Si analizamos la patologia representada por el grupo enfermo, la mitad de los
pacientes enfermos (19/38) corresponden a pacientes que sufrieron episodios de sepsis
nosocomial, seguidos por un 21% (8/38) de casos de SDR-I grave. Respecto a patologia
gastrointestinal (GIT), hubo un 15,7% de procesos de distres intestinal (6/38) y 2 ENC
confirmada con estadio > [IA segtn la Clasificacion de Bell modificada. Por tltimo un caso
de infeccion del tracto urinario. En esta distribucion vemos que el peso recae principalmente

en las sepsis nosocomiales.

102



DISCUSION

En nuestro trabajo hemos corroborado que la media de las calprotectinas en RNPT
en estado de salud es menor que en RNPT con patologia intestinal o aquella que desencadena
un SRIS. Sin encontrar diferencias en las cifras de CF de los enfermos en funcién de la

patologia presentada.

Tras analizar de forma conjunta todas las muestras de calprotectina extraidas en
RNPT en condiciones adecuadas de salud y compararlas con las extraidas en condiciones de
enfermedad se constata que las cifras en los enfermos son mayores a los sanos con gran

significacion estadistica (tabla 5).

Teniendo en cuenta la cinética estudiada, analizamos las muestras correspondientes
a pacientes sanos y enfermos en cada uno de los dias analizados, corroborando cifras mas
altas de calprotectina fecal en muestras pertenecientes a pacientes enfermos de forma
estadisticamente significativa tal y como podemos ver en la tabla 7; existiendo ademas una
mayor dispersion de los datos en el grupo de enfermos respecto al grupo de sanos, no siendo
en éste tampoco despreciable (figura 12). De esta forma excluimos el factor de la cinética
estudiada, al comparar sanos y enfermos. Si comparamos la media de calprotectina de cada
RNPT segtin sea sano o enfermo se puede comprobar igualmente que la de los enfermos es

mas elevada y con significacion estadistica.

Yang et al en 2007 fue el primero en correlacionar cifras elevadas de CF con
prematuro enfermo o sano, sin centrarse en lo que a enfermedad GIT se refiere. A pesar de
trabajar con una muestra pequefia de 14 RNMBP, de los cuales hubo 8 enfermos (<1500 gr;
EG 23-30 s) y 114 muestras analizadas (recogidas diariamente o cada dos dias, y agrupadas
segun la condicion clinica) obtuvo diferencias estadisticamente significativas entre sanos y
enfermos. Objetivaron un incremento en las cifras de CF en repuesta a infeccion GIT o
sistémica, o a una situacion de estrés. Situaciones que traducian un aumento de permeabilidad
en la mucosa intestinal. Al igual que en nuestro trabajo, las cifras de CF presentaron una
mayor dispersion en el grupo enfermo. Obtuvieron cifras de CF<350 ug/g en 3 pacientes con
sintomas menores (postoperatorio de ductus arterioso persistente, intolerancia alimentaria e
infeccion de tracto urinario) y cifras de CF>350 pg/g en 5 pacientes con lesion
gastrointestinal mas grave (rectorragia, perforacion intestinal, distensiéon abdominal con
hipotension y estudio digestivo alto con contraste), mostrando dichas cifras un descenso tras
inicio de tratamiento. Sugiriendo dichos resultados que la CF podria indicar la severidad del

proceso GIT y monitorizar la respuesta al tratamiento en el RNMBP.
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6. DISTRES INTESTINAL Y ENTEROCOLITIS NECROTIZANTE

Desde el inicio de nuestro estudio la mayoria de los trabajos publicados
posteriormente sobre calprotectina fecal como biomarcador diagnéstico, se han centrado en la

patologia gastrointestinal, teniendo como punto de mira la ECN.

En nuestro trabajo tenemos 2 casos confirmados de ECN segtn la clasificacion

modificada de Bell y 6 catalogados como distrés intestinal.

Hemos de destacar que en ambos procesos de ECN la CF permanece elevada durante
20-30 dias hasta igualarse a la de los prematuros sanos , mas prolongado que en el resto de

patologias, donde permanece elevada durante 10-20 dias.

Debemos tener en cuenta que la recogida de muestras se realizd en distintos
periodos separados ampliamente en el tiempo, por lo que son diversos los factores que
influyen, principalmente los cambios en la practica clinica diaria por parte de los
profesionales sanitarios; y es que son los protocolos de alimentacion estandarizados uno de

los factores clave en las estrategias de prevencion de ECN.

De hecho, los 2 casos confirmados se produjeron en los dos primeros periodos de
recogida de muestras, que abarca una muestra de 80 pacientes, mientras que no tenemos
ningun caso registrado en el ultimo periodo realizado en 2013 con una muestra de 17
pacientes, en el cual se habia introducido un nuevo protoloco de alimentacion para los
RNMBP adaptandolo a las ultimas recomendaciones (Espinosa Fernandez et al 2014). Todo

esto interpretado con cautela, debido al bajo nimero de casos.

A continuacidon haremos referencia a los principales estudios llevados a cabo en los
ultimos afios, que estudian a la calprotectina como biomarcador diagndstico y de ayuda en el

manejo clinico de la enterocolitis necrotizante.

Numerosos estudios de la literatura sitGtan a la CF como un marcador de
inflamacion intestinal tanto en el recién nacido a término (Olafsdottir E et al 2002; Rhoads
JM et al 2009; Baldassare ME et al 2010; Kapel N et al 2005) como en el pretérmino
(Carroll D et al 2003; Josefsson S et al 2007; Campeotto F et al 2007 y 2009, Yang Q et al
2008).

En el recién nacido pretérmino, dentro del llamado distrés intestinal, son numerosos
los hechos que conducen a la interrupcion de la alimentacidon enteral, como distension
abdominal, sangrado GIT, u otros. Las pruebas clinicas y radioldgicas pueden fortalecer el

diagndstico, pero en otros casos son inconcluyentes, particularmente cuando se trata de
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diferenciar estadios tempranos de NEC y otras enfermedades gastrointestinales.

Las cifras de CF se elevan en prematuros con intolerancia alimentaria. ( Moussa et
al 2016). Campeotto et al en 2009 establece una correlacion entre las cifras de CF y la
severidad del distres intestinal. De un total de 126 pretérmino <33 semanas recoge muestras
semanalmente desde primera semana hasta completar 1° mes de vida (Sanos: 95; Enteropatia
leve: 24; ECN IIb o III: 7). Establece puntos de corte para diferenciar enteropatia leve vs
sanos (363 pg/g, sensibilidad 65%, especificidad 82%); y NEC vs sanos (636 pg/g,
sensibilidad 72%, especificidad 95%), con sensibilidades que no podemos considerar lo
suficientemente altas si queremos excluir de forma razonable el diagnoéstico de ECN. Otros
autores como Josefsson y col. en 2007 proponen un punto de corte mucho mas alto, CF>2000

ug/g, para diferenciar ECN en poblacion de RNMBP sin enfermedad GIT grave.

Dicha correlacion de las cifras de CF con la gravedad del proceso intestinal, puede
verse también dentro del grupo de ECN, Albanna EA y col. en 2014 tras estudiar un grupo de
recién nacidos con diagnostico de ECN, evidencié un incremento en los niveles de CF segun

aumentaba la severidad de la misma.

Todos los estudios publicados (Albanna EA et al 2014; Campeotto F et al 2009,
Josefsson S et al 2007; Carroll D et al 2003; Yoon JM et al 2014; Aydemir O et al 2014;
Zoppelli Let al 2012) encuentran cifras mas altas de CF en pacientes con ECN respecto a
controles sanos. Sin embargo Selimoglu y col. en 2012 no encuentran diferencias en las cifras
de CF en RN con ECN (14 RN, de ellos 12 pretérmino) vs controles sanos de la misma EG,
y apuntan que podria ser por el estadio temprano de la enfermedad ya que recogen las
muestras justo tras la sospecha clinica, siendo 11 de los 14 pacientes ECN estadio I de Bell (

sospecha de ECN).

Destacamos a Reisinger KW y col. en 2012 quienes plantean el papel de la CF
como marcador diagnéstico de ECN en pacientes con sospecha clinica previa. Encuentran
valores de CF significativamente mas altos en el grupo de ECN respecto al grupo con otro
diagndstico final, con un punto de corte de CF > 286,3 ng/g (S 81%; E 79%), area bajo la
curva de 0,82. La asociacion de CF con I-FABP, proteina intestinal unida a acidos grasos,
aumenta el AUC a 0,95 con un punto de corte con S 94% y E 79%. Es de mencionar que en el
grupo No-ECN la mitad de los diagndsticos son sepsis confirmadas, lo que difiere de los
resultados encontrados en nuestro estudio donde no objetivamos diferencia alguna en las
cifras de CF entre los distintos grupos de enfermedad. Datos mejores de sensibilidad respecto
al estudio anterior aportd Zopelli et al en 2012, para discriminar una ECN al inicio de los
sintomas de otros trastornos intestinales con punto de corte mas bajo en 210 pg/g (S 89%; E

84%) considerando RNPT <26 semanas, que en base a los valores predictivos concluye en la
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utilidad de la CF como biomarcador para descartar ECN, no para confirmarla.

El factor fundamental para el éxito del tratamiento de la ECN es el diagnostico
precoz, realizado hasta el momento en base a datos clinicos y radiolégicos poco especificos.
Con el objeto de usar la CF en ese diagnéstico precoz, distintos estudios como Zoppelli et al
2012 y Débritz et al 2012 analizan la capacidad predictiva de la CF estudiando en RNMBP
las cifras de CF horas previas al diagnostico clinico de ECN moderada-grave. Objetivan una
elevacion estadisticamente significativa 12-48 h previas al inicio de la clinica en ECN
respecto a controles sanos, excepto Zoppelli y col. que no encuentran elevacion en las cifras
de CF en ECN de curso fulminante, ni previamente ni una vez diagnosticada; con puntos de
corte de CF >110 pg/g 24 h antes del inicio de la clinica para diferenciar ECN moderada de
pacientes sanos con un alto valor predictivo negativo y de <24 ng/g para diferenciar ECN

fulminante diagnosticada vs pacientes sanos.

Hemos de destacar que las cifras arrojadas en el estudio de Zopelli et al son
considerando grupo de RN <26 semanas de edad gestacional. Establecen una dependencia de
la CF con la EG, siendo este grupo los que muestran cifras mas bajas de CF, comparado con
los de mayor edad gestacional, deducimos que por dicho motivo sus puntos de corte son mas

bajos, si los comparamos con el resto de estudios.

Del mismo modo, ningin estudio establece una edad postnatal para el punto de

corte establecido, lo que se veria influenciado por la cinética descrita previamente.

Ha sido evaluado el papel de la CF no solo en el diagnostico, sino también como
marcador pronostico, es decir para predecir la severidad de la ECN. Aydemir O y col. en
2012 estudian a un grupo de 25 RNMBP con diagnoéstico de ECN y los empareja con
controles por peso al nacimiento, EG y edad al diagnoéstico (todos en primer mes de vida).
Recoge muestras al inicio de la clinica y 3-5 dias mas tarde. Concluye que la CF no es Ttil
para predecir la severidad de la enfermedad al inicio del diagndstico (obtienen cifras similares
en ECN estadio II y III en las muestras recogidas al inicio de la clinica) sin embargo, en el
seguimiento se correlaciona bien con la progresion de la enfermedad (obtienen cifras
menores de CF en las muestras extraidas de 3-5 dias mas tarde pertenecientes a ECN estadio
I respecto a las pertenecientes a estadio III de forma estadisticamente significativa),
coincidiendo en esto con otros autores (Yang Q et al 2008). Por otro lado, establecen una
correlacion entre las cifras de CF y otros marcadores de inflamacion sistémicos como 11-6 y

proteina C reactiva en recién nacidos con ECN.

Josefsson et al no establece correlacion entre cifras de CF y PCR en su grupo
control (no enfermedad GIT severa), sugiriendo que la infeccion sistémica no afecta a las

concentraciones de CF en ausencia de enfermedad GIT severa, justamente lo que si se
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demuestra con nuestros datos.

Como hemos podido ver la evidencia actual sobre el uso de la CF en la unidades
neonatales se basa principalmente en su utilidad como marcador diagnoéstico de ECN, siendo

la mayoria de los estudios a pequeia escala con una evidencia bastante limitada.

Nuestro estudio evidencia la inespecificidad de la CF como marcador diagndstico de
enfermedad GIT de modo exclusivo, elevandose igualmente en procesos sépticos. Por ello
creemos que son necesarios mas estudios con una perspectiva del uso de CF como marcador
diagnostico no solo de enfermedad gastrointestinal sino también de procesos que
desencadenen un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica en el prematuro. Orientados

hacia una deteccion precoz en pacientes asintomaticos y monitorizacion de la evolucion.

7. SEPSIS NOSOCOMIAL

La infeccion nosocomial (IN) es una de las principales causas de morbimortalidad
prevenibles en el recién nacido prematuro; incrementa la gravedad de las patologias, la

estancia y el gasto hospitalario, y afecta negativamente a su desarrollo y crecimiento.

Es por ello que son distintos los sistemas de vigilancia de infeccion nosocomial
distribuidos a nivel mundial. A nivel nacional en 1995 se creo en Espafia el grupo de
Hospitales Castrillo dedicando su actividad al estudio de las infecciones peri-neonatales.
Otros son National Nosocomial Intections Surveillance System (NNIS), European Neonatal
Network (EuroNeoNet) EuroNeoKiss, Vermont-Oxford Neonatal Network, Neonatal

Research Network (NICHD)... todas con un mismo objetivo la prevencion de la IN.

La incidencia de la IN esta inversamente relacionada con la edad gestacional y el
peso al nacimiento. El grupo de los recién nacidos de muy bajo peso (RNMBP) (<1.500 g) es
el que presenta una mayor susceptibilidad frente a las infecciones. La sepsis nosocomial en
este grupo es una complicacion frecuente y grave, que aumenta la mortalidad, la morbilidad,
la necesidad de intervenciones de soporte vital invasivo, las discapacidades a largo plazo y el
tiempo de hospitalizacion (Stoll BJ et al 2002). En los RNMBP, la sepsis representa
aproximadamente la mitad de las muertes después de la segunda semana de vida (Stoll BJ et
al 2003). En Espafia, un estudio multicéntrico mostré6 una tasa de incidencia de sepsis
nosocomial del 15,6% en RNMBP (donde éstos suponen el 6,7% de los recién nacidos

estudiados), frente al 1,16% en los nifios con un mayor peso al nacer ingresados en servicios
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de neonatologia, y una tasa de mortalidad mas alta, del 17,3 frente al 6,5% (Lopez Sastre JB
et al 2002).

En nuestro trabajo, con una muestra donde el 66% son <1500gr, observamos que el
porcentaje de neonatos pretérminos y, al menos, una IN durante su estancia es de 19,5%.
Otros estudios centrados en RNMBP , como el informe anual de SEN 1500 de 2015 recoge
una incidencia del 31,3% de sepsis tardias ( confimadas 26,7%) o el de Geffers y col. (Geffers
C et al 2008) (NEO-KISS) sefala un porcentaje de IN del 25,7%, con una densidad de
incidencia de 8,3 sepsis/1.000 dias por paciente, que desciende a 4,7/1.000 dias por paciente
en un estudio mas reciente (Leistner R et al 2013). En el articulo de Stoll et al 2003, el
NICHD presenta unas cifras de sepsis nosocomial de entre el 10,6 y el 31,7%, segun los
centros (media de un 21% de RNMBP, con al menos una infeccion nosocomial durante su
estancia), con densidades de incidencia 5,4-1,87/1.000 dias de hospitalizacion, segun la

estratificacion por peso.

Esta gran variabilidad entre los resultados se puede explicar por las distintas

definiciones de IN que cada grupo adopta para su estudio.

En nuestro caso hemos incluido como IN las que se presentan a partir de las 72
horas de vida, y que cumplen una serie de criterios clinicos y de laboratorio, entre los
cuales no es imprescindible el aislamiento de un germen en un cultivo de un liquido
corporal estéril (sospecha clinica de sepsis), dada la escasa rentabilidad de los hemocultivos
en este grupo de pacientes (s6lo se identifica un patéogeno en el 45-50% de todas las IN)
(Schwab F et al 2007) y su dificil interpretacion en algunos casos. En nuestro estudio se

identificd un patégeno en el 57% de las sepsis, y el mas frecuente fue S. epidermidis.

Debido a la relevancia del problema, ya que como anteriormente se ha expuesto, es
una de las causas mas importantes de morbimortalidad y prolongacién de estancia en las
unidades de cuidados intensivos neonatales, es muy importante su correcto diagnostico.
Aunque el inicio de la enfermedad suele ser discreto, el curso clinico puede ser fulminante,
llevando a un shock séptico, coagulacion intravascular diseminada y muerte dentro de las
primeras horas del inicio de las manifestaciones clinicas. El diagnéstico precoz no es tarea
facil. Los signos y sintomas tempranos son a menudo sutiles e inespecificos pudiendo ser
malinterpretados a causa de una taquipnea transitoria del recién nacido, una fluctuacion de la
temperatura corporal inducida ambientalmente, apneas de la prematuridad...; y el cultivo
sanguineo como prueba gold estandar, tiene una escasa rentabilidad y su resultado no esta
disponible hasta pasadas al menos 48 horas. Es por ello, que un amplio espectro de
marcadores diagndsticos ha sido evaluado para el diagnostico de sepsis neonatal. Sin

embargo, la mayoria de dichos marcadores son mediadores de la respuesta inmune adquirida,
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la cual es todavia muy inmadura en el periodo neonatal (P Ng 2004). Por el contrario, la
calprotectina es liberada por células de la inmunidad innata tras el contacto con el patogeno
de forma inmediata (Striz I et al 2004). Hasta el momento solo se ha estudiado el papel de la
calprotectina sérica, medida con un test ELISA (no en heces), para el diagndstico de sepsis

neonatal, una vez ésta es sospechada.

Terrin G y col. en 2011 fueron los primeros en plantear la calprotectina sérica como
marcador diagnostico en RNMBP de >72 h de vida con alta sospecha de sepsis y compararlo
con otros marcadores comunmente usados (recuento de leucocitos, ratio de neutrofilos
inmaduros, plaquetas y PCR). Confirmaron valores de calprotectina sérica significativamente
mas elevados en pacientes con sepsis (no siendo imprescindible para su diagnostico el cultivo
de sangre positivo) respecto a grupo control en muestras recogidas dentro de la primera hora
del inicio de los sintomas, con mayor sensibilidad y especificidad que el resto de marcadores
diagnosticos estudiados. No encontraron influencia de variables como el peso al nacimiento,
edad gestacional o la edad postnatal entre otras. Por tanto, se propone como un buen

marcador para el manejo diagnostico de RNMBP con sospecha de sepsis.

Del mismo modo, posteriormente Abdel-Maaboud M et al en 2012 reafirmaron la
utilidad de la calprotectina sérica como marcador diagndstico de sepsis, en este caso sepsis de

inicio tardio en neonatos a término.

En neonatos con sospecha de sepsis, si diferenciamos aquellos con cultivo
sanguineo positivo de los que no se obtiene crecimiento de germen en el cultivo, también se
objetivan cifras mayores de calprotectina sérica en los primeros de forma estadisticamente

significativa (Decembrino L et al 2015).

En nuestro trabajo investigamos la utilidad de la calprotectina medida en heces en
neonatos pretérmino clasificados como enfermos. La medicidon en heces es una técnica menos
invasiva si la comparamos con una extraccion sanguinea en un RNMBP. Nuestro objetivo no
es so0lo demostrar cifras mas elevadas de dicho biomarcador en aquellos prematuros enfermos
que apoyen el diagndstico de sospecha, sino evaluar su capacidad predictiva de enfermedad
de una forma no invasiva, teniendo en cuenta la cinética de la misma que traduce el proceso

de maduracion intestinal.

Es por ello que realizamos una evaluacion de nuestra muestra de pacientes
enfermos, atendiendo a las muestras recogidas de forma previa al inicio de los sintomas

clinicos que hicieron sospecharla.

Como podemos ver en la tabla 14, de los 19 pacientes con cuadros de sepsis

nosocomial, 12 de ellos tienen recogidas muestras previas al inicio de los primeros sintomas,
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que como hemos repetidos en varias ocasiones son muy inespecificos en el neonato tanto a
término como pretérmino. Destacamos que el 66% (8/12) tienen cifras de calprotectina fecal
muy por encima de la cifra normal para la fecha de extraccion (mediana de 723), entre 1y 7

dias previos al inicio de los sintomas.

Esto abre una linea de trabajo para posteriores estudios de mayor envergadura, que
planteen el uso de este biomarcador no invasivo para monitorizar a una poblacion
seleccionada de prematuros de riesgo para la deteccion precoz de procesos tan sutiles en su

inicio como devastadores en su evolucion como lo es la sepsis nosocomial.

8. CALPROTECTINA FECAL: EFICACIA COMO PRUEBA
DIAGNOSTICA

Una vez que concluimos que los valores de CF son mas elevados en los prematuros
enfermos respecto a los prematuros sanos y que conocemos la cinética de dicho biomarcador,
podemos calcular la eficacia de la calprotectina fecal como prueba diagnostica de enfermedad

sistémica o intestinal en dicha poblacion de pacientes y en un momento determinado.

La utilizacion de curvas ROC sirve para establecer puntos de corte de las variables
independientes que sirvan de prediccion de aparicion de enfermedad en el prematuro, con

sensibilidades y especificidades que sean ajustadas al modelo.

Para la eleccion entre dos pruebas diagnodsticas distintas, se recurre a las curvas
ROC, ya que es una medida global e independiente del punto de corte. Por esto, en el ambito
sanitario, las curvas ROC también se denominan curvas de rendimiento diagndstico. La
eleccion se realiza mediante la comparacion del AUC de ambas pruebas. Esta area posee un
valor comprendido entre 0,5 y 1, donde 1 representa un valor diagnéstico perfecto y 0,5 es
una prueba sin capacidad discriminatoria diagnostica. A modo de guia para interpretar las

curvas ROC se han establecido los siguientes intervalos para los valores de AUC:

[0.5, 0.6): Test malo.

[0.6, 0.75): Test regular.
[0.75, 0.9): Test bueno.
[
[

0.9, 0.97): Test muy bueno.
0.97, 1): Test excelente.

110



DISCUSION

Destacamos la importancia de establecer los puntos de corte en funcion del
momento de extraccion de la muestra de heces, ya que como hemos podido comprobar los
valores, tanto en pacientes sanos como enfermos, varian en los primeros meses de vida

siguiendo una cinética bien definida.

Es por ello, que nosotros evaluamos la curva ROC para cada dia en el que
recogimos las muestras de CF, teniendo con ello en consideracion la cinética marcada por la
misma. Obteniéndose en todos los casos valores de AUC que califican a la calprotectina fecal
como un buen test (0,78 - 0,96) para discriminar el proceso de enfermedad en el recién nacido

pretérmino.

En funcion de dichas curvas presentamos los puntos de corte elegidos optimizando
tanto sensibilidad (la probabilidad de que para un sujeto enfermo se obtenga en la prueba un
resultado positivo) como especificidad (probabilidad de que para un sujeto sano se obtenga un

resultado negativo) los cuales definen la validez del test ( tabla 15):

En el dia 4, con una probabilidad de que un determinado RNPT enfermo tenga una
calprotectina mayor que uno sano del 84,3%, definimos un punto de corte en 368,5 pug/g para
clasificar como enfermo o sano con una sensibilidad del 92,9% y una especificidad del

72,4%.

En el dia 8, con una probabilidad de que un determinado RNPT enfermo tenga una
calprotectina mayor que uno sano del 78,6%, definimos un punto de corte en 388 pg/g para

clasificar como enfermo o sano con una sensibilidad del 71% y una especificidad del 92,5%.

En el dia 15, con una probabilidad de que un determinado RNPT enfermo tenga una
calprotectina mayor que uno sano del 84,5%, definimos un punto de corte en 249 pg/g para

clasificar como enfermo o sano con una sensibilidad del 94% y una especificidad del 73%.

En el dia 30, con una probabilidad de que un determinado RNPT enfermo tenga una
calprotectina mayor que uno sano del 96,9%, definimos un punto de corte en 297,5 ng/g para

clasificar como enfermo o sano con una sensibilidad del 100% y una especificidad del 88%.

Vemos que dichos puntos de corte, sobre todo en dias 4, 15 y 30, se definen por un
perfil de sensibilidad muy bueno, lo que nos discrimina fiablemente al grupo de RNPT al que
tenemos que vigilar y monitorizar mas de cerca valorando el conjunto de condiciones clinicas,

de aquel prematuro realmente sano.
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Los niveles de calprotectina fecal en recién nacidos pretérminos sanos menores o
iguales a 35 semanas de edad gestacional son mayores en comparacion con las cifras

de normalidad publicadas en nifios y adultos.

Los valores de CF en la poblacion estudiada en estado de salud, descienden en la
primera semana de vida de forma significativa, para tras un leve incremento en el dia
15, continuar su descenso progresivo hasta el dia 60 momento en el que finaliza el
seguimiento; sin llegar a equiparase a los valores de normalidad establecidos para

nifios.

Los valores de calprotectina fecal en los recién nacido pretérmino sanos estudiados
no se relacionan con el tipo de parto, tipo de alimentacion predominante (lactancia

materna o formula artificial), edad gestacional ni peso al nacimiento.

Las cifras de calprotectina fecal son mayores en los prematuros enfermos, ya sea por
un evento que desencadena un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica como
por un proceso gastrointestinal, respecto a las cifras correspondientes a los

prematuros sanos.

Se define a la calprotectina fecal como un buen test diagnostico para el proceso de
enfermedad gastrointestinal o aquel que desencadena un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica en el prematuro. Se presentan distintos puntos de corte para el
diagnoéstico de enfermedad en funcidon del momento temporal en el que se extrajo la

muestra.

La calprotectina fecal podria ayudar al manejo clinico de determinadas enfermedades
del neonato, precediendo su alteracion a la clinica. Los valores de calprotectina fecal
en nuestro trabajo se elevan entre 1 y 7 dias antes de la aparicion de los hallazgos que

nos llevan al diagnostico de sospecha de sepsis nosocomial.
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CONCLUSION

7. Puede ser util medir seriadamente la calprotectina fecal en una poblacion
seleccionada de riesgo para identificar precozmente a aquel recién nacido pretérmino

enfermo y poder actuar en consecuencia con el objetivo de mejorar el pronostico.
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140



CONSENTIMIENTO INFORMADO SOBRE
ESTUDIO DE CALPROTECTINA FECAL NEONATAL

Estimados familiares, las Unidades de Gastroenterologia Infantil y Neonatologia estan
llevando a cabo un estudio sobre nifios recién nacidos prematuros para averiguar las cifras
normales de calprotectina fecal. Esta es una proteina que aparece en cifras aumentadas en las
heces de los neonatos respecto a los nifios mayores de un afio, pero ain no se sabe qué cifras
se deben considerar normales.

Con el presente estudio se pretende encontrar unas cifras que estimen un rango de
normalidad para poder estudiar posteriormente su aplicabilidad en la determinacion precoz de
inflamaciones-infecciones intestinales en estos nifios.

Para llevar a cabo este estudio en su hijo so6lo se requerird el analisis de diversas
muestras de heces, sin necesidad de analitica sanguinea o exploraciones mas cruentas.
Asimismo necesitaremos su asistencia a determinadas revisiones clinicas a realizar en este
Hospital, en los 2 primeros meses de vida. Las revisiones se realizaran a los 4, 8, 15, 30 y 60
dias de vida, unicamente requiriéndose un examen clinico y una muestra de heces en cada
una.

De la realizacion del estudio no se derivaran efectos adversos para su hijo. Para
garantizar la confidencialidad de la informacion todos los datos recogidos en este proyecto
seran registrados de forma anonima, siguiendo estrictamente las leyes y normas de proteccion
de datos en vigor (Ley 41/2002 de 14 de noviembre; Ley 15/1999 de 15 de diciembre).

Las muestras seran anonimizadas y destruidas finalmente tras su utilizacion.
En caso de cualquier duda pueden contactar en la Unidad de Gastroenterologia y
Nutricién Infantil (consulta n® 4) o en el nimero de teléfono correspondiente con la misma. H.

Materno-Infantil, Malaga. Tlfno. Contacto: 951292374.
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