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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 PREMATURIDAD. DEFINICION. EPIDEMIOLOGIA. CLASIFICACION

Los recién nacidos prematuros son aquellos neonatos nacidos antes de la 37 semana de
edad gestacional, siendo la gestacion una variable fisiologica fijada en 280 dias, mas
menos 15 dias. El término pretérmino no implica valoracion de madurez, como lo hace
prematuro, aunque en la practica ambos términos se usan indistintamente.

Segtn los datos de la OMS (1) cada afio nacen en el mundo unos 15 millones de nifios
prematuros, es decir aproximadamente 1 de cada 10 nacimientos. Estos nifios tienen un
elevado riesgo de mortalidad y morbilidad, relacionada con el peso y la edad
gestacional. Mas de un millon de estos recién nacidos mueren cada afio por
complicaciones en el parto. La prematuridad es la principal causa de mortalidad
neonatal en el mundo (durante las primeras cuatro semanas de vida) y la segunda causa
de muerte en los nifilos menores de cinco afios, después de la neumonia.

La tasa de nacimientos prematuros esta aumentado en todos los paises de los que se
disponen de datos fiables. En los paises desarrollados, este incremento refleja no s6lo un
aumento de la incidencia, sino también los cambios en la practica asistencial a estos
neonatos, con avances de los cuidados obstétricos y neonatales, lo que permite la
supervivencia de recién nacidos cada vez mas inmaduros (1).

La situacion en los paises en desarrollo es muy diferente, con tasas de prematuridad,
bajos pesos al nacimiento y mortalidad neonatal elevada, en relacion con la patologia
nutricional e infecciosa de la poblacion (2).

Segun los datos de Instituto Nacional de Estadistica, la incidencia de prematuridad en
Espaiia se sittia en torno al 7,4% de los nacimientos y ha ido aumentando en los ultimos
20 afos, principalmente en las edades proximas al término (5,84%, 6,84% y 7,4% en los
afios 1996, 2006 y 2010) (3).
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Las enfermedades que pueden presentarse en estos neonatos difieren, segun el grado de
prematuridad, tanto en incidencia como en gravedad. Por ello se ha establecido una
clasificacion de la misma en funcion de la edad gestacional (1,2,4):

* Recién nacido prematuro extremo: <= 27 + 6 semanas de gestacion.

* Recién nacido muy prematuro: 28 +0 — 31 + 6 semanas de gestacion.

* Recién nacido moderadamente prematuro: 32 +0 — 36 + 6 semanas de gestacion.
Dentro de este grupo quedaria incluida la categoria de prematuro tardio, que
comprende unicamente las semanas 34+0 a 36+6.

La dificultad de conocer inequivocamente la edad gestacional, justificé el uso del peso
al nacimiento como parametro de referencia, estableciéndose las siguientes
subcategorias (2,4):

* Recién nacido bajo peso al nacimiento: peso inferior a 2500g
* Recién nacido muy bajo peso al nacimiento: peso inferior a 1500g
* Recién nacido extremado bajo peso al nacimiento: peso inferior a 1000 g.

Actualmente, los recién nacidos de muy bajo peso (RNMBP) son los grandes
consumidores de los recursos econdmicos y humanos en las Unidades Neonatales, ya
que necesitan con frecuencia ingreso en cuidados intensivos, con estancias prolongadas,
y requieren mas recursos materiales, farmacologicos y humanos que los prematuros de
mayor peso. El grupo de RNMBP representa el 1,5-2% de todos los recién nacidos, pero
es el responsable de la mayor morbilidad y mortalidad en el periodo neonatal.

Segtn la base de datos SEN1500 (5), en el afio 2013 se registraron 2628 RNMBP, de
los cuales 925 fueron <= 1000g. Los datos introducidos en esta red demuestran un
aumento significativo en la supervivencia global, desde 78,5% en 2006 al 82,6% en
2012. Estos resultados se observan también si se analiza por peso y edad gestacional, de
forma que cuando el peso al nacimiento es menor de 750 g la supervivencia ha pasado
de un 39,9% en 2006 a 47,4% en 2012, y en menores de 27 semanas de gestacion de
67,2% a 75,3% (6). La causa de muerte mas frecuente en este grupo de pacientes es la
patologia respiratoria, seguida de la sepsis, patologia neurologica y malformaciones.

La supervivencia y el mejor prondstico a largo plazo de los recién nacidos prematuros
estan intimamente relacionados con el peso, edad gestacional y muy condicionado por
los acontecimientos adversos perinatales (hipoxia perinatal, malformaciones graves,
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severidad del distrés respiratorio o necesidades de oxigenoterapia inmediata tras el parto
(4,7). A su vez, estas patologias pueden condicionar el riesgo de muerte, que puede ser
valorado mediente el indice de CRIB (Clinical Risk Index for Babies) (8).

El indice CRIB fue disefiado con el andlisis retrospectivo de los registros de 812
prematuros de menos de 1500 g y con edad gestacional inferior a 31 semanas, sin
malformaciones congénitas letales, admitidos en cuatro centros de referencia de tercer
nivel del Reino Unido. Se integraron las variables con mayor valor predictivo: peso al
nacimiento (dividido en cuatro categorias), edad gestacional (mayor o menor a 24
semanas) y la presencia o ausencia de malformaciones congénitas; ademas de los
indices precoces de severidad de enfermedad: Fi02 “apropiada” maxima y minima para
conseguir unos rangos de saturacion adecuados, y el maximo exceso o déficit de base,
en ambos casos, los valores fueron tomados dentro de las primeras doce horas de vida.
La utilidad del CRIB en los recién nacidos menores de 1500g para predecir muerte
hospitalaria y hemorragia intraventricular es similar a la del peso (9).

12 PARTICULARIDADES INMUNOLOGICAS DEL RECIEN NACIDO
PREMATURO

El recién nacido prematuro de  muy bajo peso (RNMBP) es un neonato
inmunolégicamente inmaduro que ademds presenta una alteracion de las barreras
naturales de defensa frente a infecciones, tales como infecciones de la piel y el tracto
intestinal (10). El sistema inmune proviene de las células derivadas de las células
precursoras del sistema hematopoyético. Durante la vida intrauterina, estas células son
sometidas al efecto de un microambiente especializado, tal como médula dsea y timo,
respondiendo a las sefiales de estimulacion, proliferacion y diferenciacion, permitiendo
el desarrollo del sistema inmune innato y el adaptativo (11).

1.2.1 Inmunidad innata en el recién nacido prematuro

El sistema inmune innato estd constituido por barreras fisico-quimicas, ademas de
mecanismos inespecificos como son fagocitosis, inflamacion, proteinas de fase aguda,
sistema del complemento, células Natural Killer (NK) y células dendriticas (12). En la
5-6° semana de gestacion la inmunidad innata estd representada por macrofagos en el
higado y en la sangre. A partir de la 9-10 semanas, se inicia la sintesis de complemento
y se encuentran células NK en higado. Los monocitos son funcionales en las ultimas
semanas de gestacion.
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Los componentes del sistema complemento son detectables desde el inicio de la
gestacion, pero sus niveles permanecen bajos hasta el tercer trimestre de esta (13). Las
proteinas del complemento no son trasferidas a través de la placenta, por lo que el feto
debe fabricarlas por si mismo (14). En el ultimo periodo de la gestacion, se produce un
rapido incremento en la concentracion de C3, alcanzéndose el 60-80% de los valores
presentes en un adulto.

La inmunidad innata tiene un papel principal durante los primeros dias de vida del
recién nacido mientras el sistema inmune adaptativo se va desarrollando a través de la
interaccion del medio con la superficie de las mucosas (10). Este sistema inmunitario
innato, en los recién nacidos prematuros, presenta un desarrollo inmaduro que se refleja
en una inadecuada eliminacion extracelular de la infeccion bacteriana y en un
reclutamiento anormal de células inmunitarias en el lugar en el que se produce la
infeccion o inflamacion (15), llegando a producir un dafio en el tejido del huésped. El
recién nacido presenta una reserva de neutrofilos limitada, con menor capacidad para
aumentar la produccion durante los periodos de rapido consumo conmo son la infeccion
o los procesos inflamatorios (13).

El sistema de complemento del recién nacido proporciona una actividad opsoénica
limitada debido a que la actividad y los niveles de la via alternativa del complemento
no alcanzan el 50% de los valores del adulto y son inferiores cuanto menor es la edad
gestacional (16). Los recién nacidos prematuros tienen niveles mas bajos de las
fracciones C3, C4 y CH50.

Esta primera respuesta inmune no crea una memoria frente al agente de forma que las
respuestas sean mas eficientes.

1.2.2 Inmunidad adaptativa en el recién nacido prematuro

La inmunidad adaptativa o adquirida presenta una respuesta mas lenta a las agresiones
que la inmunidad innata. Sin embargo, ofrece dos ventajas de las que carece esta ultima,
como son el reconocimiento especifico del antigeno y la memoria, que permite una
rapida recuperacion de la respuesta original a la exposicion de dicho antigeno (17).
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Esta inmunidad adaptativa se sustenta en dos pilares: inmunidad humoral e inmunidad
celular. La inmunidad celular y humoral en el recién nacido son deficitarias,
dependiendo estrechamente de la transferencia y normal funcionamiento del sistema
inmunitario materno (13).

En el feto, a partir de la 10 semanas de gestacion se pueden encontrar precursores de
células B en el higado y de linfocitos T en el timo. En las siguientes semanas aumenta el
numero de células B en el bazo, sangre y médula 6sea; los linfocitos T aparecen en la
sangre y el tejido linfoide. Entre las 20-30 semanas los linfocitos B secretan anticuerpos
y en la inmunidad celular hay un incremento gradual de linfocitos T secretores de
citoquinas (11).

La inmunidad humoral depende de la produccion de inmunoglobulinas por parte de los
linfocitos B y las células plasmaticas. Los linfocitos B productores de inmunoglobulinas
no son completamente funcionales al nacimiento, lo que conlleva un retraso en la
activacion de estos linfocitos y por tanto, un retraso en la maduracion de la produccion
de anticuerpos por parte de las células plasmaticas (10). Este hecho implica un déficit
temporal de la produccion de Inmunoglobulina A secretora (IgAs).

La absorcion intestinal de la IgA se ha descrito como un hecho excepcional en el recién
nacido prematuro, de forma que la mucosa intestinal en estos pacientes es altamente
vulnerable a microorganismos patogenos (10). La IgA protege a la mucosa intestinal
del recién nacido frente a microorganismos externos. Durante la infeccion, la IgAs
inhibe la adhesion del patdégeno a la mucosa, interfiere en la movilidad bacteriana y
neutraliza productos toxicos. Otro de los mecanismos por los que actia es la
eliminacion de antigenos y virus intracelulares (18,19).

La inmunoglobulina G (IgG) es importante en el recién nacido para los mecanismos de
opsonizacion y aglutinacion. Esta inmunoglobulina se produce de forma tardia en la
respuesta primaria al antigeno, mientras que se sintetiza rapidamente en una segunda
exposicion al mismo antigeno (13). La IgG se trasfiere de la madre al feto a través de la
placenta durante las ultimas semanas del embarazo (a partir de la semana 17), de forma
que proteja al neonato tras el parto. Al nacimiento, los niveles séricos de IgG del nifio
son similares o discretamente mas elevados que los niveles maternos, como resultado de
la combinacion de inmunoglobulinas adquiridas y producidas (17,20). Los nifios que
nacen pretérmino no pueden beneficiarse completamente de esta proteccion
inmunologica y presentan un déficit de IgG en comparacion con los nifios nacidos a
término.
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Ballow y cols (21) comprobaron que los recién nacidos menores de 32 semanas de
gestacion presentaban concentraciones inferiores a 400 mg/dl al nacimiento, en
comparacion con los 1000 mg/dl que tenian los recién nacidos a término.

Las IgG trasferidas desde la madre permiten una opsonizacion estable y adecuada para
la mayoria de bacterias gram-positivo, pero no para los gram-negativo, lo que podria
explicar la mayor frecuencia de infecciones por este grupo de microorganismos en esta
edad. En general, los recién nacidos prematuros, presentan una baja actividad opsénica
para todos los tipos de microorganismos (22).

El sistema inmune del recién nacido prematuro si es capaz de producir normalmente
Inmunoglobulina M en respuesta a los patdgenos, pero no genera memoria
inmunolégica (13). Esta inmunoglobulina juega un papel importante en la defensa
frente a microorganismos gram-negativos. Los niveles de IgM en el feto aumentan
principalmente a partir de la semana 20 hasta la semana 30 de gestacion. Posteriormente
este incremento se ralentiza hasta que se produce el parto (23). La concentracion de IgM
en el recién nacido pretérmino es inferior a la del recién nacido a término, de manera
que aumenta la predisposicion a la infeccion por estos microorganismos. En el periodo
postnatal, la concentracion de IgM aumenta de forma rapida como respuesta a los
estimulos antigénicos (12,24).

La inmunidad celular comprende la interaccion de los linfocitos T citotoxicos y T helper
con las diferentes células diana. Esta inmunidad no se trasfiere de la madre al feto, a
diferencia de la inmunidad humoral. Por tanto, el recién nacidos depende
exclusivamente de sus propias cé€lulas T, ademés de los elementos del sistema inmune
innato, para defenderse de las infecciones causadas por patdogenos intracelulares,
responder a la vacunacion y rechazar tejidos extrafios (17).

Las células inmunes producen diferentes productos que permiten la comunicacion entre
ellas y asi orquestar la respuesta inmune apropiada frente al agente patdogeno. Entre
estos mediadores, podemos destacar las citoquinas. Las citoquinas son glicoproteinas
con las siguientes propiedades: actian como sefiales entre células y coordinan la
respuesta inmune; pueden ser liberadas por las células a la circulacion sistémica y
actuar sobre células ubicadas en sitios distantes, o permanecer a nivel local (actuacion
de modo endocrino o paracrino); union a los receptores de superficie con alta afinidad;
pueden ser producidas por células no inmunes (fibroblastos, células endoteliales) (25).
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En la Tabla 1 se recoge el papel dentro del sistema inmune de las principales citoquinas

(13,26)

Tabla 1. Funcion de las citoquinas dentro del sistema inmune.

IL-1 Macrofagos Fiebre, induce otras citoquinas, estimulacion células T
Otras células Induce metaloproteinasas y prostaglandinas
Incrementa la expresion de moléculas de adhesion
IL-2 Células T Incrementa la proliferacion de células T
Activa células B
IL-4 Células T Estimula la produccion de IgE, [gG1
Disminuye la produccion de citoquinas proinflamatorias
Suprime la hipersensibilidad retardada (células Th1)
IL-6 Células Ty B Estimula diferenciacion de células B y activacion de
Fibroblastos linfocitos T
Monocitos, Estimula la produccion de reactantes de fase aguda,
macréfagos induccion de la respuesta inflamatoria
Leucocitos PMN Induce al inhibidor natural de proteasa
Células endoteliales  Inhibe la sintesis de TNFa por los macrofagos estimulados
Otras células
IL-8 Células T Potente agente quimiotactico para neutréfilos
Monocitos y
Leucocitos PMN
Fibroblastos, células
endoteliales
IL- 10 Células B y células T  Potente citoquina anti-inflamatoria
Inhibe la estimulacion de lipopolisacaridasa de neutrofilos
Inhibe la produccion de citoquinas inflamatorias
producidas por macréfagos: TNF-a, IL-18, IL-6, IL-8
IL-12 Macrofagos Incrementa la produccion de INF-y
Diferenciacion de linfocitos Thl
TNF-a Células T Estimula células T e induce a otras citoquinas
Macréfagos Induce metaloproteinasas y prostaglandinas
Incrementa la expresion de las moléculas de adhesion
INF-y Células T Moléculas de adhesion, expresion HLA-DR
Células NK Activacion de células T, NK y macrofagos
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La familia de la IL-1 comprende hasta 11 citoquinas, 7 agonistas pro-inflamatorios (IL-
la, IL-1pB, IL-18, IL-33, IL-36a, IL-36P, IL-36y) y 4 antagonistas con funcion anti-
inflamatoria (IL-1R antagonista (IL-1Ra), IL-36R antagonista (IL-36Ra), 1L-37, IL-
38). IL-Ra esta producida habitualmente por las mismas células que expresan IL-1a o
IL-1B, en particular monocitos, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos y células
epiteliales. La accion anti-inflamatoria de la IL-Ra se basa en su actividad como
antagonista competitivo a nivel del receptor de membrana celular IL-R1 (27), es decir,
se une a este receptor, pero no traduce la sefal intracelular.

La concentracidn de citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-1, la IL6, el TNF-a, INF-
B e INF-y es comparable al adulto y aumenta de forma similar durante la sepsis (28).
Sin embargo, en el recién nacido prematuro la produccion de citoquinas estd reducida.
Los niveles de IL-1 son normales, mientras que los de IL-2 e IL-6 estan discretamente
disminuidos y los niveles de IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 ¢ INF-y son bajos (29).

Esta reduccion de citoquinas tiene un efecto a diferentes niveles, provoca una alteracion
de la inmunidad celular y humoral, en la produccion de inmunoglobulinas, asi como en
la respuesta innata. La IL-4 es necesaria para la diferenciacion de las células B y
produccion de anticuerpos. El descenso de IL-6 se reflejaria en un descenso de IgAs
(30) ya que esta interleuquina es una de los principales estimulos para la diferenciacion
de células B y producciéon de inmunoglobulinas (incluida la IgAs). Los bajos niveles de
IL-8 observados en los recién nacidos prematuros reducen su capacidad para localizar la
infeccion, ya que la IL-8 tiene un papel importante en la movilizacion de los neutrofilos,
en su activacion y quimiotaxis (31).

El recién nacido prematuro precisa de numerosos procedimientos invasivos
(cateterismos vasculares, intubacion endotraqueal, alimentacion parenteral, etc)
asociados a la asistencia sanitaria, la posibilidad de adquirir una infeccion es alta, a lo
que se anade una respuesta limitada que compromete su prondstico (2,32). La sepsis
nosocomial y la enterocolitis necrosante (NEC) son en la actualidad dos de las
patologias que puede sufrir un neonato prematuro durante los primeros dias de
hospitalizacion postnatal. Estan asociadas a una mayor morbilidad y mortalidad en este
grupo de pacientes debido a la gravedad y complejidad de estos procesos (33,34).

La inmadurez del sistema inmunologico descrita explica la incapacidad de limitar la
infeccion a un territorio organico de forma que la infeccion neonatal se considera
sinonimo de sepsis, con focos secundarios que comprometen gravemente el prondstico.
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En la enterocolitis necrosante, la respuesta inflamatoria desproporcionada frente a una
agresion se ha propuesto, también, como uno de los posibles factores etiopatogénicos
(39).

1.3 PATOLOGIA INFECCIOSA EN EL RECIEN NACIDO PREMATURO. SEPSIS
NEONATAL

Se define como sepsis neonatal aquella situacién clinica derivada de la invasion y
proliferacion de bacterias, hongos o virus en el torrente sanguineo del recién nacido. La
activacion del sistema inmunitario provoca la situacion clinica conocida como sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y consiste en la presencia de una serie de
signos y sintomas clinicos de infeccion (distrés respiratorio, taquicardia, bradicardia,
hipotension, irritablidad, hipotonia, mala tolerancia digestiva, distension abdominal,
alteraciones en la coloracion, etc (36) junto con alteraciones analiticas (marcadores
bioldgicos de infeccion: recuento leucocitario alterado segun los criterios de Manroe et
al (37), PCR > 12 mg/1). Por tanto, la sepsis se define como la presencia de sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica con evidencia de infeccion (hemocultivo positivo) (34).

El concepto sepsis probable o sepsis clinica, hace referencia a la existencia de datos
clinicos, parametros biologicos y antecedentes compatibles con sepsis, pero con
hemocultivo negativo.

En funcion del mecanismo de transmision de los microorganismos, se diferencia entre:

* Sepsis de transmision vertical, producidas por microorganismos del canal
genital materno y contaminan al feto por via ascendente (progresan por el canal
del parto hasta alcanzar el liquido amnidtico) o por contacto directo del feto con
secreciones contaminadas al pasar por el canal del parto.

* Sepsis de transmision nosocomial (también conocidas como sepsis relacionadas
con la atencion sanitaria), producidas por microorganismos presentes en el
entorno hospitalario y que toman contacto con el nifio a través de las manos del
personal sanitario o a través del material que se usa en el diagndstico o
tratamiento (catéteres, sueros, sondas, electrodos, tubos endotraqueales, etc).

* Sepsis comunitarias, ocasionadas por microorganismos que contaminan al
recién nacido en el ambiente extrahospitalario, suelen ser de origen urinario
(38).
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Siguiendo un criterio cronoldgico, se ha clasificado a las sepsis verticales como sepsis
de inicio precoz, ya que suelen iniciarse en los primeros tres dias de vida. No obstante,
en algunas sepsis de transmision vertical, los sintomas aparecen después de los tres
primeros dias. A su vez, hay sepsis nosocomiales que pueden iniciarse en los primeros
dias de vida y son errdneamente clasificadas como de transmision vertical (39).

1.3.1 Infecciones de transmision vertical

1.3.1.1 Etiologia

En Espafia la epidemiologia de las sepsis de transmision vertical es estudiada
anualmente por el Grupo de hospitales Castrillo desde el afio 1996, incluyendo a casi un
millon y medio de recién nacidos. Durante estos afios se ha producido una reduccion
significativa de la incidencia, pasando del 2,3% en el afio 1996 al 1,13% en el afo 2011.
Este descenso se ha relacionado con la aplicacion de las recomendaciones para la
prevencion de la infeccion perinatal del Estreptococo B-hemolitico del grupo B (SGB).
Segun el peso al nacimiento, este grupo de infecciones son mas frecuentes dentro del
grupo de menores de 1500g con respecto a los de peso superior (18% vs 1%) (40)

Tabla 2. Evolucion de la incidencia de las infecciones de transmision vertical

emmm=Sepsis Vertical Global — ess=Sepsis por EGB

1,00 +——

0,50 -

0,00 T T T T T T T T T T T T T T
96 97 99 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Evolucién de la incidencia de sepsis de transmisién vertical global (linea azul) y sepsis vertical
por SGB (linea roja) expresado como ntimero de casos por 1000 recién nacidos vivos. Datos
obtenidos con el permiso del Grupo Castrillo.
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La etiologia de las sepsis verticales es fundamentalmente bacteriana, ya que la infeccion
por hongos y virus supone menos del 1% de los casos.

Dentro de las de origen bacteriano, los grupos mas frecuentemente relacionados son el
Estreptococo agalactiae de grupo B (SGB) y Escherichia Coli (E. coli). Segin el peso al
nacimiento, el SGB es mas frecuente en nifios con peso superior a 1500 gy E.coli en
los menores de 1500g. Otras bacterias mas infrecuentes son: Listeria monocytogenes,
Enterococcus faecalis, Klesiella spp, Haemophilus influnenzae y Enterobacter spp (40).

Tabla 3. Etiologia de la sepsis vertical. Datos obtenidos del Estudio del Grupo de
Hospitales Castrillo (1996-2011)

GERMEN RN <1500 RN > 1500 RN Totales
Casos % Casos % Casos %
Gram-Positivo 174 41,33 1011 72,53 1185 65,29
- Estreptococo B agalactie 72 17,34 590 42,32 663 36,53
- Enterococo 29 6,89 125 8,97 154 8,48
- Estafilococo aureus 8 1,90 44 3,16 52 2,87
;lsgtzglv?oco coagulasa 12 285 65 466 71 424
- Listeria Monocytogenes 31 7,36 77 5,52 108 5,95
- Otros Estreptococos 11 2,61 65 4,66 76 4,19
Gram-Negativos 234 55,58 378 27,12 612 33,72
- E. coli 166 39,43 277 19,87 443 24,41
- Klebsiella 25 5,94 32 2,30 57 3,14
- Enterobacter 5 1,19 23 1,65 28 1,54
- Haemophilus 12 2,85 8 0,57 20 1,10
- Morganella Morganii 10 2,38 4 0,29 14 0,77
- Pseudomonas 6 1,43 6 0,43 12 0,66
- Acinetobacter 2 0,48 7 0,50 9 0,50
- Proteus 3 0,71 4 0,29 7 0,39
- Serratia 0 0,00 5 0,36 5 0,28
- Otros Gram-negativos 5 1,19 12 0,86 17 0,94
Candida spp 12 2,85 5 0,36 17 0,94
Ureaplasma 1 0,24 0 0,00 1 0,06
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1.3.1.2 Factores de riesgo

La clinica en ocasiones puede ser inespecifica, de forma que la sospecha diagnostica
debe establecerse en funcion de la presencia de una serie de factores de riesgo (41):

* Presencia de bacterias patdogenas en canal genital materno: resultado del frotis
vagino-rectal a la madre.

* Circunstancias relacionadas con presencia de estas bacterias:

- Parto prematuro espontaneo.

- Rotura prematura y/o prolongada de membranas (mas de 18 horas antes
del parto).

- Corioamnionitis: segin los datos del Grupo Castrillo, el 15,8% de la
sepsis verticales presentaban este antecedente, 27,8% entre los
prematuros, siendo los microorganismos mas frecuentemente asociados
E. coli (38,1%), SGB (18,2%) y Listeria monocytogenes (15,45%).

- Antecedente de bacteriuria materna por SGB durante la gestacion.

- Diagndstico previo de un hermano con sepsis por SGB

1.3.1.3 Mortalidad

La mortalidad por sepsis vertical oscila entre 8-11%, variando en funcion del peso al
nacimiento (>30% en RNMBP) y etiologia, siendo el 8% para SGB y 18% para E. coli
(42)

1.3.1.4 Prevencion

La tUnica intervencion que ha demostrado disminuir al incidencia de la sepsis de
transmision vertical es la administracion intravenosa profilactica de antibioterapia
intraparto a la madre para la prevencion de la infeccion perinatal por SGB.

En el afio 1996 el Centro para el control y prevencioén de enfermedades (CDC) publico
las primeras recomendaciones para aplicar esta estrategia preventiva. En nuestro pais se
recomendd y se difundio a partir de 1998, realizandose posteriormente diversas
actualizaciones (la Gltima en 2012) (41).
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La profilaxis estara indicada ante la presencia de: SGB en frotis vagino-rectal realizado
hasta 5 semanas antes del parto; SGB en orina materna durante la gestacion;
antecedentes de un hijo anterior con infeccion por SGB; si se desconoce el estado de
portadora pero se trata de un parto de riesgo (parto prematuro, fiebre intraparto o rotura
prolongada de membranas).

1.3.2 Infecciones nosocomiales o asociadas a la asistencia sanitaria

1.3.2.1 Etiologia

Las sepsis nosocomiales son una complicacion frecuente en los recién nacidos de muy
bajo peso, con una relacion inversamente proporcional con la edad gestacional y el
peso.

La incidencia, expresada en relacion al numero de nifios ingresados, en los recién
nacidos de muy bajo peso suele ser superior al 20%, situandose en torno al 1,16%
(segin datos del Grupo Castrillo) en los de mayores de 1500g. En los recién nacidos
con peso inferior a 1500g se recoge una incidencia del 29,7% y del 40% en los menores
de 1000g. La densidad de incidencia, segun este registro, es de 12,2 episodios de sepsis
por 1000 dias de estancia en la unidad de cuidados intensivos neonatales, 5,1 por cada
1000 dias de ingreso. Estos episodios son habitualmente episodios unicos que suelen
ocurrir en la segunda o tercera semana de vida (43), pero hasta en un 20% de los casos,
un mismo niflo puede presentar dos o mas episodios de sepsis nosocomial.

El grupo SEN1500, en su estudio de Sepsis Tardia/Sepsis Nosocomial durante los afios
2002-2010, comunica una incidencia discretamente superior al Grupo de Hospitales
Castrillo, con un incidencia global del 31,8% en el grupo de pacientes menor de 1500g
(44).

En los RNMBP existe un predominio de los microorgansimos gram-positivos (62,8%)
y, entre ellos, destaca la participacion de los estafilococos coagulasa negativos,
especialmente el S epidermidis (53,2%). Las bacterias gram-negativas representan un
29%, principalmente Klebsiella. Los hongos, Cdndida spp son el tercer microorganismo
mas frecuente (7,8%) Tabla 4.
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Tabla 4. Etiologia de la sepsis nosocomial en recién nacidos de muy bajo peso. Datos
obtenidos del Grupo Castrillo (2006-2012)

MICROORGANISMO ANOS 2006-12 (N=4009)

Casos Porcentaje

Gram-positivos 2518 62,8
- S. epidermidis 1884 47
- Otros estafilococos coagulasa

negativos ¢ 249 6.2
- Enterococo 230 5,7
- S Aureus * 121 3,0
- Otros Gram positivo 34 0,8
Gram-negativos 1177 29,3
- Klebsiella ** 445 11,1
- Enterobacter 217 5,4
- FE. coli 180 4.5
- Serratia 162 4,0
- Pseudomonas 104 2,6
- Otros gram negativo 69 1,7
Hongos 314 7,8
- Candida spp 312 7,8
- Malassezia furfur 2 0,05

* 13 S. aureus meticilin resistentes. ** 55 K pneumoniae BLEE

1.3.2.2 Factores de riesgo
Entre los factores de riesgo que favorecen su aparicion encontramos (45):

* La deficiente higiene de manos es el factor de riesgo mas importante en estos
nifios.

* Prematuridad y bajo peso al nacimiento.

e Utilizacion de antibidticos que favorece el desarrollo de bacterias
multirresistentes y de hongos, sobre todo Canidida spp.

* El uso de tubos endotraqueales, valvulas de derivacion, sondas vesicales.
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Estancia prolongada en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales,
aumentado el tiempo de exposicion.

Personal sanitario insuficiente y altas tasas de ocupacidn, que dificultan seguir
los protocolos de asepsia en el manejo y cuidado de estos recién nacidos.

Uso de catéteres intravasculares. La falta de asepsia estricta en la colocacion,
mantenimiento y manejo de estos catéteres es uno de los principales factores de
riesgo de sepsis nosocomial.

Empleo de corticoides (inmunosupresores) y el uso de antagonistas H2
(relacionados con la pérdida de la barrera 4cida gastrica y alteracion de la
microbiota gastrointestinal).

La cirugia, sobre todo abdominal, es el factor de riesgo mas frecuente en nifios
mayores de 1500 g de peso.

1.3.2.3 Morbi-mortalidad

La sepsis puede provocar complicaciones tanto a corto como a medio plazo en los

recién nacidos prematuros:

Corto plazo: la sepsis incrementa el riesgo de ductus arterioso persistente,
ventilacion prolongada, necesidad de acceso intravascular prolongado, displasia
broncopulmonar, enterocolitis necrosante y mayor tiempo de estancia
hospitalaria. Los microorganismos gram-negativos, comparados con los gram-
positivos, se asocian a una mayor estancia hospitalaria y mayores costes
sanitarios (46).

Largo plazo: la sepsis es un factor de riesgo de déficit en el neurodesarrollo a
largo plazo. Los nifios con un episodio de sepsis neonatal tienen tasas mayores
de paralisis cerebral, déficit visual y peores puntuaciones en los test de
neurodesarrollo (Test Bayley) a los 18 y 22 meses de edad corregida (47).

La mortalidad global por sepsis nosocomial se sitia en torno al 12,6% segun los datos
del Grupo Castrillo, siendo la responsable de mas del 50% de los fallecimientos que
tienen lugar a partir de la primera semana de vida. Estratificando segun la etiologia, en
el grupo de gram-negativos la mortalidad asciende al 20,1%, seguida del 19,7% en los
hongos, ocupando los gram positivos el tercer lugar con 3,7%. Los microorganismos
gram-negativos fueron responsables del 60,2% de los éxitus por infeccion nosocomial

(43).
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1.3.2.4 Prevencion

Las estrategias de prevencion de la infeccion nosocomial estdn encaminadas a
minimizar la incidencia de sepsis nosocomial en la Unidad de Cuidados Intensivos
neonatales. A modo de resumen, podemos destacar (48,49):

* Medidas clasicas de control de la infeccion:

o

Nutricidn enteral precoz.

Utilizacion de leche materna: cantidades superiores a 50 ml/kg/dia.
Higiene rigurosa de manos: lavado de manos y uso de solucion de base
alcoholica.

Protocolos de seguimiento en la colocacion y manejo de catéteres,
procurando retirarlos lo antes posible.

Uso de filtros para perfusiones intravenosas.

Restringir el uso de la antibioterapia de amplio espectro. Evitar el uso
empirico de cefalosporinas de 3* generacion.

Restringir el uso de antagonistas H2 y corticoides.

Adecuado ratio de personal-paciente.

* Nuevas estrategias preventivas:

o

o

Probidticos: pueden tener un efecto preventivo de la infeccion bacteriana
y de la enterocolitis necrotizante.

Lactoferrina: glicoproteina con propiedades antiinfecciosa presente en la
leche materna y en la leche bovina. Se ha asociado con la prevencion de
la infeccion fingica y bacteriana (50).

* Profilaxis antifiingica:

o Fluconazol: dosis de 3 mg/kg cada 2-3 dias durante 4-6 semanas se ha
demostrado eficaz para prevenir la colonizacion y la infeccion fungica
invasora en RNMBP (51,52)

o Nistatina: puede ser una alternativa al fluconazol en la profilaxis
antifingica neonatal, pero son necesarios mas estudios (53).
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1.3.3 Mediadores Inflamatorios en la sepsis neonatal

Las citoquinas se elevan en el suero de pacientes con sepsis y sepsis grave
comparado con pacientes no sépticos (54). En los ultimos afios diferentes trabajos
han apoyado el uso de las citoquinas en el diagnostico de la sepsis neonatal. En un
principio se pensaba que la sepsis estaba asociada con una respuesta exacerbada de las
citoquinas proinflamatorias, principalmente, como la IL-1p, IL-6, factor de necrosis
tumoral (TNF-a) e interferon-y (INF- y) (55). Sin embargo, recientes estudios han
evidenciado que en los mecanismos que subyacen en la sepsis, participan tanto
citoquinas pro-inflamatorias como anti-inflamatorias, entre las que se incluyen la IL-10,
factor de crecimiento transformante  (TGF-f), IL-1Ra e IL-4, de forma que se consiga
una respuesta inmunoldgica equilibrada (56,57).

1.3.3.1 Interleuquina-1

La IL-1 (IL-1B e IL-1-a) es una citoquina pro-inflamatoria que aumenta tras la
activacion de los macrdfagos, al igual que el TNF-a. En la cascada inflamatoria, estas
dos citoquinas inducen la produccion de IL-6 por parte de las células endoteliales.
Agentes infecciosos (endotoxinas bacterianas, virus, hongos y antigenos de parasitos) y
la fraccion C5a del complemento pueden inducir su produccion en una hora, alcanzando
niveles pico en 5-10 horas (58). Durante la sepsis, la IL-1 parece que induce la fiebre,
coagulacion y hematopoyesis, favoreciendo la extravasacion de células inflamatorias.
Se ha descrito como un marcador de sepsis neonatal, aunque su eficacia es menor que la
de la IL-6 y el TNF-a (59), probablemente debido a su corta vida media.

La IL-1Ra es el antagonista natural del receptor de la citoquina pro-inflamatoria IL-1p.
A nivel experimental se ha comprobado que alcanza su pico de concentracion 2-4 h
después de la administracion de endotoxinas o IL-1p y permanece elevado mas de 24 h
(60). Los niveles séricos de IL-1Ra se elevan drasticamente en diversas patologias como
el sindorme de distrés respiratorio agudo grave, sepsis, poliartritis cronica o enfermedad
de Crohn’s (27). comportandose como un reactante de fase aguda en estos procesos
inflamatorios. Diversas citoquinas, entre ellas la IL-1f3, IL-6 y el TNF-a, estimulan la
produccion de estos reactantes de fase aguda a nivel hepatico (61).

En el periodo neonatal, los recién nacidos de diferentes esdades gestacionales con sepsis
o enfermedades neonatales graves (distrés respiratorio, asfixia) presentan niveles
elevados de IL-Ra (62,63). En estudios en recién nacidos prematuros con sepsis
provada, se ha encontrado un aumento de esta interleuquina con respecto a nifios sanos,

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 18
Consecuencias Inmunolégicas



Introduccion

con una mayor vida media que la IL-6, por lo que podria ser de utilidad en el
diagnostico precoz de la sepsis (64). La sepsis neonatal precoz se ha asociado en recién
nacidos menores de 37 semanas de gestacion con niveles elevados de IL-Ra, IL-6, IL-8,
TNF-a e IL-1f3 en plasma de cordon umbilical (65).

1.3.3.2 Interleuquina 6

La IL-6 es la citoquina mas estudia en la poblacién neonatal. Muestra una rapida
respuesta a la infeccion, precediendo al incremento de la Proteina-C- reactiva (PCR). La
IL-6 es un marcador temprano en el diagndstico de la sepsis neonatal. Su medicion,
junto con la determinacién de PCR puede alcanzar una sensibilidad del 100% en el
diagnostico precoz. No obstante, no se considera el marcador “gold standard” en el
diagnostico de la sepsis neonatal debido a su vida media muy corta, aproximadamente
100 min (66). Ademas los niveles circulantes descienden hasta cifras basales tras 24
horas de tratamiento adecuado de la infeccion. Diversos estudios han registrado un
descenso de la sensibilidad en el diagnodstico cuando se utiliza este test a partir de las
24-48 horas del inicio de los sintomas (67,68).

La IL-6 se ha relacionado con corioamnionitis materna y el parto pretérmino, de forma
que niveles elevados de IL-6 en el liquido amnidtico durante el segundo y tercer
trimestre de gestacion se han asociado con un incremento del riesgo de parto prematuro
espontaneo (antes de la 32 semanas), corioamnionitis aguda y funisitis (69). El
sindrome de respuesta inflamatoria fetal (SRIF) consiste en la activacion del sistema
inmune innato del feto como complicacion de la amenaza de parto prematuro, con o sin
rotura prematura de membranas y se define como niveles de IL-6 >6-11 pg/ml en
muestras de plasma fetal obtenido por cordocentesis. El SRIF supone un mayor riesgo
morbilidad neonatal, una vez ajustada por edad gestacional, y supone un mayor riesgo
de parto espontaneo en los casos de rotura prematura de membranas (70).

Recientemente, se ha publicado una revision sobre la respuesta de IL-6 en el periodo
fetal y neonatal precoz (71). En este trabajo se recogen otras causas no infecciosas de
elevacion de la IL-6 en cordon umbilical y en liquido cefalorraquideo, como son la
asfixia perinatal o el trabajo de parto prolongado.
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1.3.3.3 Interleuquina-8

La IL-8 pertenece al grupo de citoquinas pro-inflamatorias y estd producida por las
células de la placenta y los monocitos/macrdofagos fetales. A menudo se produce tras un
proceso infeccioso originado en el utero (71).

Esta citoquina sigue un curso similar a la IL-6, por lo que podria ser util en el
diagnostico precoz de la sepsis en neonatos, previa al tratamiento (72). Los niveles de
IL-8 se incrementan aproximadamente a los 90 minutos de la infeccion y alcanzan su
pico a las 2 horas en las sepsis neonatales, mientras que los niveles disminuyen
progresivamente a las 48 horas (73).

La edad gestacional tiene un efecto limitado en la concentracion de IL-8 en sangre de
cordon, de forma que solo los prematuros menores de 32 semanas de gestacion
presentan un incremento de IL-8 debido a su edad gestacional (74).

Los estudios publicados, como se ha mencionado previamente, demuestran la dificultad
a la hora de realizar el diagnostico o exclusion de la sepsis neonatal utilizando un solo
biomarcador. Sin embargo, la combinacion de varios de ellos si se plantea como un
buen test de diagndstico precoz para la sepsis neonatal (PCR >10mg/l, TNF-a >30
pg/ml o IL-6 >30 pg/ml) (75). A su vez estos biomarcadores aportan informacion sobre
el prondstico de la enfermedad y podrian ayudar a la hora de decidir continuar o
terminar un tratamiento antibidtico, ya que segun el estudio publicado por Kurt y cols
(76), los niveles de IL-18, IL-6, IL-8 y TNF-a disminuyen significativamente en los
recién nacidos después de 7 dias de tratamiento antibiotico con respecto a los valores
obtenidos en el momento del diagnoéstico.

1.3.3.4 Interleuquina-10 y Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p)

La IL-10 y el TGF-f forman parte del grupo de citoquinas anti-inflamatorias que
previenen una respuesta inflamatoria excesiva durante la sepsis. Estas citoquinas
suprimen la producciéon de mediadores inflamatorios como TNF-a, IL-1, IL-6, INF- y
en las células del sistema inmune (77). Niveles altos de IL-10 y del cociente IL-
10/TNF-a se han asociado con sepsis neonatal tardia grave (78), pero no necesariamente
indican peor pronodstico. Estudios en pacientes adultos con sepsis grave si se ha
relacionado con un aumento de la mortalidad (79).
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El TGF- S tiene un papel importante en el proceso de reparacion tisular y fibrosis,
ademas de en la inmunosupresion inducida por la sepsis. Diferentes estudios han
evaluado el efecto protector del TGF- 8 en adultos, de forma que podria revertir la
depresion de los miocitos cardiacos provocada por el TNF-a y la IL-1 en los pacientes
con shock séptico (80).

1.3.3.5 Factor de Necrosis Tumoral alpha (TNF-a)

El aumento del TNF-a ocurre en torno a 30 minutos después de la toma de contacto con
el antigeno, alcanzédndose los niveles pico circulantes en 1 hora y media
aproximadamente, con una vida media estimada de 70 minutos (81).

TNF-a es el principal mediador del shock séptico en neonatos y del daio tisular
extendido. El aumento de este mediador causa vasodilatacion y aumenta la
permeabilidad vascular, facilitando la aparicion de edema tisular, con descenso del
volumen sanguineo circulante e hipoproteinemia (82). Se ha relacionado también con el
desarrollo de coagulacion vascular diseminada y posterior fallo multiorganico que
conduciria a la muerte neonatal precoz (83).

El TNF-a, pertenece al grupo de las citoquinas pirogénicas. Sinérgicamente con la IL-1
amplifica la sefial inflamatoria, activando la produccién de otras citoquinas pro-
inflamatorias como la IL-6 y la IL-8, ademas de la estimular la produccion de radicales
libres, dando lugar a la disfuncién organica secundaria a la sepsis.

Se ha propuesto su papel como marcador predictor de la sepsis neonatal precoz. Sin
embargo existen discrepancias en cuanto a su uso, ya que hay estudios en los que no se
ha demostrado una diferencia significativa entre neonatos sanos y enfermos,
presentando una baja sensibilidad y especificidad en el diagnostico de sepsis en los
recién nacidos infectados (84,85).

1.3.3.6 Interferon-y (INF-y)

Las células NK producen y a la vez son el objetivo del INF- y durante la infeccion.
Tiene una funcidén importante tanto en la inmunidad innata como en la respuesta
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adaptativa, ya que induce la producciéon de TNF-a e IL-12 por parte de los fagocitos
monucleares (86).

El papel del INF- y como marcador precoz de sepsis neonatal ain no ha sido
ampliamente estudiado. Los recién nacidos prematuros presentan un descenso en la
produccion de INF- y por parte de las células NK, debido en parte a la regulacion
epigenética de la expresion del gen INF- v, asi como a un descenso en la produccion de
IL-12 e IL-8 por parte de las c€lulas presentadoras de antigenos (87).

La terapia con INF- y reduce la incidencia de infeccion grave en nifios con enfermedad
granulomatosa cronica. En recién nacidos prematuros, Tissieres y cols (88) propusieron
en 2012 trabajo el tratamiento ex vivo de leucocitos del prematuro con INF-y para
revertir el déficit de la respuesta inmune innata frente a bacterias.

1.3.3.7 Resistina

La resistina, es una hormona relacionada con el metabolismo energético, implicada en
la adipogénesis y en el desarrollo de la resistencia a insulina. Estudios en adultos han
documentado que la resistina es expresada y secretada por los macréfagos y neutrofilos
en presencia de una infeccion bacteriana aguda (89,90). En recién nacidos prematuros
con sepsis, los datos de resistina son limitados. Se sugiere que podria tener un valor
similar al de la IL-6 en el diagndstico precoz (91). La produccion de resistina por las
c¢lulas mononucleares se ve incrementada por la accion de citoquinas proinflamatorias
como IL-1, IL-6, TNF-a y por el lipopolisacarido. A su vez, la resistina estimula la
sintesis de IL-1, IL-6, IL-12.

1.4 PATOLOGIA DIGESTIVA RELACIONADA CON LA PREMATURIDAD.
ENTEROCOLITIS NECROSANTE

El nacimiento prematuro conlleva una insuficiente maduracion de la succion y de la
coordinacion succion-deglucion, que no se completa hasta la 33-34 semanas. Esto
condiciona que estos nifios tengan dificultad para alimentarse por boca, siendo
necesario el uso de una sonda oro/nasogastrica para su correcta alimentacion.
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La mala tolerancia digestiva es uno de los problemas frecuentes del recién nacido
prematuro, ya que presentan una capacidad gastrica pequena (directamente relacionada
con la edad gestacional), asi como una evacuacion gastrica e intestinal enlentecida. Sin
embargo, es fundamental optimizar un correcto aporte nutricional que permita lograr
una velocidad de crecimiento posnatal similar a la de los fetos de la misma edad
gestacional.

En 1985 el Comité de Nutricion de la Academia Americana de Pediatria (92) establecio
cuales deberian ser los objetivos en la practica nutricional del recién nacido prematuro:

* Crecimiento y retencion de nutrientes a corto plazo: acercarse a las curvas de
crecimiento intrauterino y a la composicion fetal de referencia.

*  Morbilidad neonatal: mejorar la tolerancia alimentaria, reducir la enterocolitis
necrosante (NEC) y minimizar las infecciones nosocomiales.

*  Evolucion a largo plazo: lograr un desarrollo psicomotor 6ptimo, reducir los
indices de atopia y alergia y reducir el posible impacto en las enfermedades del
adulto como hipertension, enfermedades cardiacas e hipercolesterolemia.

En resumen: La nutricion ideal del prematuro es la que consigue un crecimiento
equiparable a los niveles intrauterinos sin someter a un estrés a sus inmaduras funciones
metabolicas y excretoras.

El manejo nutricional del recién nacido pretérmino afecta a su morbilidad a corto,
medio y largo plazo (93,94). Se han propuesto estrategias de nutricion precoz que
pretenden evitar el estado catabolico que se produce en los primeros dias de vida para
minimizar asi la interrupcion de nutrientes que ocurre tras el parto y reducir la
ralentizacion del crecimiento y desarrollo que tiene lugar después del parto prematuro.
La ausencia de alimento en el tracto gastrointestinal produce la atrofia de la mucosa y
vellosidades intestinales, reduciendo las enzimas necesarias para la digestion y
absorcion de nutrientes.

Cada vez existe menos controversia sobre el inicio de la nutricién enteral precoz en los
recién nacidos de muy bajo peso al nacimiento. La nutricion enteral minima o nutricion
enteral trofica consiste en administrar pequefias cantidades de leche (4-12 ml/kg/dia
desde el primer dia de vida hasta un maximo de 24 ml/kg/dia en los primeros 4 dias),
junto con la nutricion parenteral, con el fin de inducir la maduracion intestinal (95).
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La nutricién enteral trofica mejora la tolerancia digestiva en estos nifios, disminuye el
riesgo de hiperbilirrubinemia conjugada, aumenta los niveles de hormonas
gastrointestinales (gastrina, PGI), mejora la absorcion de calcio y fosforo y aumenta la
actividad de lactasa, disminuye el riesgo de sepsis nosocomial y no aumenta el riesgo de
enterocolitis necrosante o muerte.

Segun las revisiones publicadas en los ultimos afios, no existe un consenso en cuanto a
las ventajas de la introduccion rapida de la nutricion enteral frente a la nutricion enteral
trofica, ya que no se evidencia diferencias estadisticamente significativas en el tiempo
necesario hasta alcanzar la nutricion enteral completa y el desarrollo de enterocolitis
(96,97).

En cuanto al tipo de leche para iniciar esta alimentacion enteral, existe suficiente
evidencia cientifica para recomendar la leche materna como el alimento de eleccion,
independientemente de la edad gestacional, ya que se asocia a una menor incidencia de
enterocolitis con respecto a los neonatos que reciben formula de prematuros (98). La
leche materna fresca ofrece numerosas beneficios a los bebés prematuros con respecto a
la leche refrigerada a congelada, puesto que evita el descenso en la microbiota
comensal, células y factores inmunologicos, asi como en la actividad enzimatica que
ocurre con la congelacion (99). Sin embargo, no siempre esta disponible la leche de la
propia madre y es, en estos casos, cuando estd indicada la utilizacion de leche humana
donada.

Las ventajas de la leche materna y su efecto a nivel inmunologico y digestivo en el
recién nacido prematuro se desarrollara en el punto 5 de esta introduccion.

La leche de la propia madre, especialmente el calostro, es el alimento de eleccion. Esta
deberia ser preferiblemente leche fresca, aunque si no esta disponible, se prefiere leche
refrigerada y, en su defecto, congelada. Si la madre no dispone de leche, la segunda
opcion seria leche humana donada procedente de Banco de Leche Humana y, por
ultimo, si en las siguientes 24-48 h del parto, no se obtiene leche humana, se iniciara la
nutricioén enteral con formula de prematuros (97).

La nutricidn enteral esta contraindicada en los siguientes casos (100):

* Intolerancia digestiva franca: signos de distension abdominal clinicamente
importante, vomitos (contenido bilioso o sanguinolento).
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e fleo paralitico

* Obstruccion intestinal

* Inestabilidad hemodinamica, definida como shock o hipotensién que precisa
administracion de dopamina a dosis > 10 mcg/kg/min (grave compromiso del
flujo sanguineo a nivel mesentérico)

* En caso de asfixia perinatal grave o sepsis se recomienda iniciar la nutricion
enteral a partir de las 48 horas o hasta comprobar estabilidad hemodinamica.

Segun los datos recogidos por el grupo SEN1500, el 9% de los recién nacidos de
adecuado peso para su edad gestacional y el 13% de los que presentaron una restriccion
del crecimiento intrauterino, precisaban nutriciéon parenteral a los 28 dias de vida,
aumentando la frecuencia a 69,2% en los < 24 semanas de gestacion y 40% para los de
25-27 semanas de gestacion (101).

1.4.1 Enterocolitis necrosante

La enterocolitis necrosante es una patologia intestinal caracteristica del recién nacido
pretérmino. La lesion histologica es una necrosis inflamatoria de las asas intestinales
que abarca desde la capa mucosa hasta la necrosis coagulativa de toda la pared,
pudiendo llevar a la perforacion. Es la urgencia gastrointestinal mas frecuente y grave
de los recién nacidos prematuros. La incidencia se correlaciona fuertemente con el
grado de prematuridad, estimdndose en torno a 1-3 por 1000 recién nacidos vivos (90%
nifios prematuros) y 1 a 7,7% de los recién nacidos ingresados en las unidades de
cuidados intensivos neonatales (102). La incidencia es variable entre las diferentes
unidades neonatales en funcion de factores como las caracteristicas de la poblacion de
prematuros, las tasas de lactancia materna, la flora bacteriana nosocomial, etc.

La Red SEN1500 recoge la incidencia de enterocolitis en los menores de 1500g desde el
ano 2002. La frecuencia ha ido disminuyendo durante el periodo de estudio desde un
7,6% en 2002 hasta 6,9% en 2012. En el grupo de menores de 1000g la incidencia es
mayor (14,5% en 2002 y 12,7% en 2012).

Los RNMBP que precisan cirugia por enterocolitis necrotizante se sitlan en torno al
3,2%, sin cambios significativos durante el periodo del que se disponen registros en esta
red. La mortalidad asociada a esta patologia oscila entre el 20 y 30%, siendo mayor en
los casos que requieren cirugia.
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1.4.1.1 Factores etiopatogénicos

La enterocolitis necrosante es un proceso multifactorial en el que se implican factores
inflamatorios e infecciosos (103). En el origen de la necrosis intestinal se encuentra una
respuesta inmunitaria exagerada frente a una agresion. En primer lugar se produce una
lesioén de la mucosa intestinal, seguida de la ruptura de la barrera epitelial intestinal que
favorece al traslocacién bacteriana que dard lugar a la activacion de la respuesta
inflamatoria local. Esta respuesta inflamatoria desproporcionada contribuird a
incrementar el dafio inicial de la mucosa, evolucionando hasta la necrosis (104). Existen
por tanto tres factores fundamentales en la fisiopatologia de la enterocolitis necrosante
(105):

* Inmadurez del sistema gastrointestinal: el descenso en la motilidad intestinal del
recién nacido prematuro junto con el déficit enzimatico provocan una mayor
exposicion a toxinas y una menor degradacion de residuos. Ademas la barrera
intestinal presenta mayor permeabilidad entre sus células. El déficit de TGF-J3,
entre otros factores de crecimiento, o de la eritropoyetina, va a dificultar la
reparacion de la barrera una vez que se produce la lesion.

* Inmadurez inmunolodgica: ausencia o niveles bajos de IgAs, lisozima y péptidos
antimicrobianos. La inmadurez de la respuesta innata, asi como la mayor
permeabilidad de la barrera, facilitan el acceso de las bacterias intestinales a los
macrofagos y células dendriticas, con sobre-expresion de receptores
transmembrana tipo Toll 4 (TLR4) para los lipopolisacaridos (LPS) bacterianos.
Esto desencadena una respuesta inflamatoria desproporcionada (35).
Nanthakumar y cols (106) encontraron que, in vitro, los enterocitos fetales
respondian a LPS bacterianos y a la IL-1p con una mayor produccion de IL-8 si
lo comparaban con enterocitos maduros. Estos hallazgos indicarian que la
respuesta inflamatoria del intestino neonatal inmaduro esta alejada de la
proteccion anti-inflamatoria, de forma que, mas que una respuesta protectora,
puede llegar a ser lesiva.

En un modelo de enterocolitis necrosante en ratas, Nadler y cols (107)
encontraron un aumento significativo de la expresion de ARNm de iNOS (forma
inducible de 6xido nitrico sintetasa) en los animales expuestos a hipoxia y/o
alimentacion con férmula artificial (modelo habitual de NEC neonatal) que en
los alimentados con leche materna que no fueron expuestos a hipoxia.
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Ademas del o6xido nitrico hay otras citoquinas implicadas. En el estudio de Ren
y cols (108) se obtuvieron muestras de sangre de nifios con NEC grado III y se
compararon con nifios que presentaban atresia anal y con controles sanos. Se
determino la concentracion del factor inhibidor de la migracion de macrofagos
(MIF) en estos pacientes, obteniéndose niveles significativamente mayores en
los pacientes con NEC con respecto a los otros dos grupos. EI MIF es un
importante productor de IL-6 e IL-8.

Colonizacion bacteriana del tracto intestinal: se han realizado multiples estudios
en heces con el objetivo de identificar los agentes causales, pero no se han
obtenido resultados concluyentes. La colonizacion temprana del intestino por
enterobacterias y Clostridios se ha relacionado con el desarrollo de enterocolitis
necrosante (109).

Otros factores implicados:

* Nutricidon enteral e isquemia-reperfusion. En el 90-95% de los casos se ha
introducido la nutricion enteral antes del desarrollo de la enterocolitis. Se ha
relacionado con una posible lesion de la mucosa por un mecanismo osmotico
(uso de formulas hiperosmolares), sobrecrecimiento bacteriano o alteracion
del flujo esplacnico. La lactancia materna presenta un efecto protector (110).
Las situaciones de hipoperfusion mesentérica parece que pueden tener
también un papel en el origen de la enterocolitis (111).

* Transfusion de hemoderivados y farmacos. Se ha descrito la relacion entre la
transfusion de hemoderivados y la aparicion de enterocolitis, considerandose
la transfusién de concentrado de hematies un factor de riesgo independiente
para el desarrollo de enterocolitis en las siguientes 48 h del procedimiento
(112). Se ha asociado con un posible alteracion en la relacion endotelina-
1/6x1do nitrico, que favorece la liberacion de citoquinas. También se han
relacionado con la administraciéon de farmacos como la indometacina, la
vitamina E, teofilina por posibles efectos vasoconstrictores (113).

* QGenética. La presencia de ciertos polimorfismos genéticos implicados en la
produccion de interleuquinas como IL-8, IL-10, IL-12 e IL-18 se asocian con
una mayor gravedad (114).
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1.4.1.2 Prondstico

La tasa de mortalidad de la enterocolitis necrotizante se estima en torno al 15-30% y es
inversamente proporcional al peso del recién nacido, de forma que en menores de 750g
se situa cerca del 50%. Es la causa del 15% de las muertes después de la primera
semana de vida y de un tercio de todas las muertes relacionadas con infeccion.

La supervivencia es mayor entre los pacientes que solo precisaron tratamiento médico
(65-90%) frente a los que necesitaron cirugia y reseccion de asas (50-75%) (115).

En cuanto a las complicaciones a largo plazo, destaca el sindrome de intestino corto,
que se asocia a desnutricion y alteracion del crecimiento. Afecta al 23-42% de los nifios
con reseccion intestinal tras enterocolitis necrotizante. La longitud y la localizacion del
segmento resecado va a condicionar la gravedad del cuadro, de forma que es mejor
tolerada la extirpacion del intestino grueso que delgado y es importante mantener la
valvula ileocecal. Los nifios que han precisado una correccion quirtrgica después del
desarrollo de enterocolitis necrotizante, tienen un mayor riesgo de hospitalizacion
prolongada, complicaciones médicas y déficit en el neurodesarrollo (116).

1.4.1.3 Medidas preventivas

Neu y cols (105) llevaron a cabo una revision de las medidas preventivas disponibles
frente a la enterocolitis necrosante. Se diferencian diversas categorias en funcion de la
evidencia en cuanto a seguridad y eficacia.

* Evidencia de seguridad y eficacia: leche materna y nutricion enteral no agresiva.
La leche materna ejerce su efecto protector a partir de los elementos
inmunoprotectores que contiene.

* Evidencia en eficacia, pero seguridad cuestionada: administracion enteral de
aminoglucosidos, glucocorticoides y arginina; uso de probidticos. La
administracion de probidticos favorece la proliferacion intestinal mejorando la
funcion de barrera, a la vez que disminuye los mecanismos de inflamacion y
apoptosis (117). Existen trabajos publicados que sefialan una reduccion de la
incidencia de enterocolitis necrosante, asi como una reduccion de la gravedad y
mortalidad asociada (118).
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* Evidencia de eficacia en modelos animales, pero no en humanos: anticitoquinas,
factores de crecimiento.

* Propuesta de eficacia, aunque con falta de evidencia: prebioticos (oligofructosa
presente leche humana), glutamina, acido graso n-3 , citoquinas recombinantes.

1.5 LACTANCIA MATERNA. BENEFICIOS INMUNOLOGICOS Y
NUTRICIONALES EN EL RECIEN NACIDO PREMATURO.

En 1990 y 2002 la OMS/UNICEF (119) establecié que:

....... la leche humana es el alimento de eleccion durante los 6 primeros meses de la
vida para todos los nifios, incluidos los prematuros, los gemelos y los nifios enfermos
salvo rarisimas excepciones y se deberia prolongar al menos durante todo el primer
ano y mas alla de dicha edad si lo desean tanto la madre como el nifio...”

........... cuando no se disponga de leche de la propia madre, la leche pasteurizada de
madres donantes seleccionadas es la mejor opcion para la alimentacion de los nifios,
sobre todo si se trata de nifios enfermos o de alto riesgo...”

Todos los recién nacidos deberian ser alimentados con leche de su propia madre, mas en
el caso de los prematuros de muy bajo peso o con factores de riesgo de enterocolitis. El
comienzo de la alimentacion enteral con calostro es la mejor opcidén posible, como
qued6 reflejado en el apartado de patologia digestiva en el prematuro expuesto
anteriormente. Sin embargo, exige iniciar el apoyo a la extraccion de la leche de manera
eficaz en las primeras horas tras el parto.

1.5.1 Fisiologia de la lactancia

La lactogénesis hace referencia al desarrollo de la posibilidad de secretar leche y supone
la activacion de las células alveolares maduras de la glandula mamaria. Tiene lugar en
dos pasos: iniciacion de la secrecion y activacion de la secrecion (120).

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 29
Consecuencias Inmunolégicas



Introduccion

La primera etapa trascurre durante la segunda mitad de la gestacion, coincidiendo con
los niveles elevados de progesterona circulante producida a nivel de la placenta.
Después de las 16 semanas de gestacion, pueden ser secretadas pequefias cantidades de
leche que contienen lactosa y caseina. En la tltima etapa de la gestacion, muchas
mujeres pueden obtener calostro.

La activacion de la secrecion, segunda fase de la lactogénesis, estd marcada por el
comienzo de la rapida produccion de leche después del parto. Esta fase se pone en
marcha tras el rapido descenso de la progesterona que tiene lugar después del parto y
requiere la presencia de niveles elevados de prolactina, cortisol e insulina. En la
mayoria de las mujeres, esto ocurre a partir del segundo o tercer dia después del parto y
suele ir acompanado de la succion del pecho. Puede haber un retraso en la activacion de
la secrecion en aquellas mujeres primiparas con respecto a multiparas, en el parto por
cesarea, madres diabéticas o que han tenido un parto vaginal estresante (121,122).

El mantenimiento de la lactancia, también conocido como galactopoyesis, requiere la
extraccion regular de leche y la estimulacion del pezon, que dispara el incremento de
produccion de prolactina (por la hipdfisis anterior) y oxitocina (hipofisis posterior). La
ausencia de la extraccion de la leche provoca una elevada presion inflamatoria y
acumulo de la misma, que da lugar, por mecanismos de retroalimentacién negativa, una
disminucion en la produccion de leche y una involucion de la mama.

1.5.2 Composicion de la leche materna

La leche materna es un fluido complejo que comprende gran variedad de compuestos
quimicos y de células (123). Los principales macronutrientes de la leche materna son :

* Lactosa y oligosacaridos

* Qrasas lacteas: triglicéridos, colesterol, fosfolipidos y hormonas esteroideas

* Proteinas, incluyendo diversas caseinas, alpha-lactoalbtimina, lactoferrina, IgAs
y lisozima

* Minerales, incluyendo sodio, potasio, cloro, calcio, magnesio y fosforo.

Estos componente de la leche materna tienen multiples funciones, entre las que
podemos destacar:

* Propiedades bacteriostaticas y moduladoras de la respuesta inmune
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e Anti-inflamatoria
e Estimulan el crecimiento del intestino del recién nacido
* Ayudan en la digestion

La leche materna esta compuesta no s6lo por macronutrientes, sino que contiene ademas
micronutrientes, factores bioactivos, como enzimas, citoquinas y factores de
crecimiento que hacen que se adapte a las necesidades particulares del recién nacido.

Esta podria ser la razdn, en parte, de porqué la leche materna tiene funciones unicas en
el desarrollo de la mucosa intestinal y del sistema inmune de los recién nacidos (124).

La composicion de la leche materna no solo varia entre mujeres, sino que también se
modifica durante el periodo de lactancia, de forma que la concentracion de estos
componentes es mayor en el calostro que en la leche de transicion y madura (125).
Ademas, el grado de prematuridad también puede jugar un papel en la composicion de
la leche, de forma que su contenido se adapta para compensar el retraso en el desarrollo
de su sistema inmune. Diversos estudios han evidenciado (126,127) que el calostro de
las madres de recién nacidos prematuros presenta mayor concentracion de factores
inmunolégicos que el de madres de nifios nacidos a término.

Los componentes celulares de la leche materna varian en numero y tipo a lo largo del
tiempo. La cantidad de células que contiene el calostro (leche secretada durante el
embarazo y postparto inmediato) es aproximadamente 10°/ml, reduciéndose hasta
10°/ml a los 6 meses. Dentro del componente celular podemos encontrar macroéfagos,
linfocitos, neutréfilos y células epiteliales. El nimero de leucocitos disminuye después
del segundo-tercer mes de lactancia, siendo entonces las células epiteliales las que
representan un mayor porcentaje. Los macrofagos de la leche humana tienen capacidad
de quimiotaxis, fagocitosis y de secretar componentes del complemento, lisozima y
lactoferrina. Tanto los macrofagos, como los linfocitos de la leche humana, juegan un
papel fundamental en la proteccion del tracto intestinal del recién nacido (123).

Para los recién nacidos prematuros, la exposicion a los factores inmunes de la leche
materna cobra mayor importancia, ya que no soélo proporciona defensas frente a
enfermedades a corto plazo, sino que también ayuda a asegurar un correcto desarrollo
del sistema inmune a largo plazo (10).
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1.5.2.1 Inmunoglobulinas

El contenido de IgAs en el calostro de madres de nifios prematuros es mayor que el de
madres de nifios a término (126). La concentracion de IgA disminuye con el tiempo en
la lactancia, siendo este descenso mas lento y gradual en las madres de nifios
prematuros con respecto a los nacidos a término (128). En el recién nacido, los niveles
protectores de IgA en el suero se alcanzan aproximadamente al mes de vida (129). La
activacion de la produccion de IgAs a nivel de las células plasmaticas en el intestino del
neonato depende de la colonizacion inicial a este nivel de Bifidobacterias y
Lactobacilos, estimulados, a su vez, por la fermentacion de los oligosacaridos no
digeribles de la leche materna (130). Durante el periodo de déficit de IgAs, es cuando la
concentracion de IgAs en la leche materna es mayor.

Recientes estudios han comprobado, igualmente, que los niveles de IgG en el calostro
de madres de nifios nacidos antes de las 32 semanas, son mayores que los de niflos a
término (126,128). Ademads, se ha demostrado la presencia de receptores de Fc I1gG en
la luz del intestino del feto (131). Estos receptores podrian activarse tras el parto y, asi,
facilitar la absorcion de esta inmunoglobulina de la leche materna.

La concentracion de IgM en el calostro es baja y no varia en funcion de las semanas de
gestacion (128).

1.5.2.2 Citoquinas

La mayoria de estudios que han analizado el contenido de citoquinas en leche materna
se han realizado utilizando muestras de leche de mujeres que tuvieron partos a término
o casi a término. Sin embargo, las medidas realizadas en la madres de nifios prematuros,
mediante técnicas de inmunoanalisis, muestran importantes diferencias en el patron de
citoquinas a lo largo de la gestacion (10).

El contenido de IL-6 es mayor en el calostro y disminuye progresivamente en la leche
de transicion y madura, independientemente de la edad gestacional del recién nacido.
Cuando se mide la IL-6 en el calostro obtenido después del parto en diferentes semanas
de gestacion, se ha observado que la concentracion mayor se alcanza en los partos
ocurridos entre las 30 y las 37 semanas, con niveles significativamente inferiores en el
calostro de nifios menores de 30 semanas de gestacion (126). No obstante, si se analiza
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su contenido en la leche de transicion (10° dia post-parto), la concentracion en el grupo
de los muy prematuros (menores de 30 semanas) es significativamente mayor en
comparacion con los a término. Por el contrario, otros estudios no han podido demostrar
una relacion entre el contenido de IL-6 en la leche de transicién o madura y la edad
gestacional (132). La discrepancia entre los estudios publicados puede residir en la
definicion de leche madura, de transicion y calostro, asi como en el momento en el que
se recoge cada una. En resumen, estos hallazgos sugieren que el recién nacido
extremadamente prematuro presenta una mayor desventaja inmunologica, no sélo
porque se tiene un sistema inmune mas inmaduro, sino también porque la leche materna
le proporciona menos soporte frente a las infecciones.

La IL-8 presente en la leche materna supone una gran ventaja para el recién nacido
prematuro ya que esta relacionada con la respuesta inmune innata. Los resultados de los
estudios, en cuanto al contenido de IL-8 en la leche materna y su relacién con la edad
gestacional, son contradictorios. En los trabajos de Castellote y cols (126) y de Mehta y
cols (132) los niveles de IL-8 en el calostro obtenido de madres de nifios menores de 30
semanas fueron inferiores a los obtenidos en nifios mayores (pretérmino y a término).
No obstante, Ustundag y cols (133) no pudieron establecer esta relacion. En ambos
grupos, tanto prematuros como en a término, los niveles de IL-8 en el calostro fueron
significativamente mayores que en la leche de transicion, aunque en la leche madura, en
los pretérmino la IL-8 se mantenia o aumentaba discretamente, mientras que en los a
término continuaba descendiendo.

LaIL-10y el TNF-a siguen un patron similar a la IL-6 e IL-8. La elevada concentracion
de citoquinas en el calostro comparado con la leche madura refuerza la importancia de
una exposicion temprana a la leche materna para obtener un adecuado desarrollo del
sistema inmune para el recién nacido prematuro.

1.5.2.3 Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento se encuentran dentro de los componentes con funcidon
bioactiva de la leche materna. El factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de
crecimiento transformante alpha y beta (TGF-a y TGF-B) promueven el desarrollo
funcional de la mucosa gastrointestinal a partir del nacimiento. Su accion conjunta con
la IL-10 permite al sistema inmune tolerar los antigenos de los alimentos a los que esta
expuesto el intestino ademas de a la microbiota intestinal. Estos factores de crecimiento
han sido medidos también en los estudios a los que se ha hecho referencia
anteriormente, de forma que, en el trabajo de Castellote y cols (126), el EGF fue el
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unico factor estudiado que se mostré significativamente mayor en la leche de transicion,
tanto en el grupo de los prematuros, como de los muy prematuros con respecto del
grupo a término. La concentracién de TGB-f medida en este estudio fue mayor en el
grupo de 30-37 semanas de gestacion, pero no en el calostro de nifios muy prematuros.

La alta concentracion de factores de crecimiento como el EGF, especialmente en la
leche de mujeres con parto prematuro, sugiere que podrian jugar un papel importante en
la proteccion frente a enfermedades como la enterocolitis necrosante (134). Diversos
estudios in vivo o con modelos animales apoyan esta hipotesis. Dvorak y cols (135)
examinaron el efecto de la suplementacion con EGF en un modelo de NEC en ratas, y
encontrd que el EGF producia una disminucion de la incidencia y gravedad de NEC. El
mecanismo propuesto incluiria una modulacion de la sintesis de TNF e IL-18.

1.5.2.4 Lactoferrina

La lactoferrina es una glicoproteina existente en la leche de los mamiferos que forma
parte de la respuesta inmune innata y puede reducir la incidencia de sepsis nosocomial
en le recién nacido de muy bajo peso y de enterocolitis necrosante en modelos animales.
Es la principal proteina del suero en el calostro, lagrima y saliva (49,50). La isoforma
bovina es casi homologa a la humana. Se le han atribuido propiedades no s6lo como
prebidtico, sinto también accidn antiinfecciosa.

A nivel sistémico y local, la lactoferrina modula in vivo la funciéon de componentes
humorales y celulares de la respuesta innata (neutréfilos, células NK, linfocitos T v/,
interferon-a  (IFN-a) e IFN-B, IL-18) y adaptativa a través de anticuerpos,
interleuquinas, linfocitos Th1/Th2 y B. La accion moduladora de la lactoferrina le
permite regular positiva o negativamente la inflamacion de origen infeccioso (136-138).

El efecto bacteriostatico relativo a la inhibicion de la multiplicacion bacteriana, esta
relacionado a su habilidad de captar Fe3+ (ion férrico) que es esencial para el
crecimiento y expresion de virulencia de algunos microorganismos patogenos. El efecto
bactericida radica en la capacidad de la lactoferrina de interaccionar con cationes
divalentes como el Ca2+ que contribuyen a estabilizar la superficie bacteriana y con
componentes bacterianos con carga negativa como el lipopolisacarido (LPS). Dicha
interaccion desorganiza y desestabiliza la superficie celular causando la pérdida de la
permeabilidad y finalmente la muerte celular (139).
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Se ha demostrado que reduce la produccion de citoquinas por parte de los monocitos y
que, en presencia de probioticos (Lactobacillus rhamnosus GG), aumenta las defensas
frente a patogenos entéricos como E.coli en el intestino de nifios prematuros (140).
Manzoni y cols (50), administraron lactoferrina bovina y lactoferrina bovina mas
Lactobacillus GG o placebo a recién nacidos de muy bajo peso, comprobando que la
incidencia de sepsis bacteriana o fungica fue significativamente mas baja cuando se
administré la lactoferrina bovina (5,9%) o lactoferrina bovina mas Lactobacillus GG
(4,6%) que cuando se administro placebo (17,35%). En una reciente revision realizada
por Pammi y Abrams (141) se concluye que la profilaxis con lactoferrina oral, con o sin
probioticos, reduce la sepsis tardia y la enterocolitis necrosante grado II o mayor en
prematuros, sin presentar efectos adversos. La lactoferrina tiene una fuerte actividad
frente a Candida y puede ser efectiva en la prevencion de la infeccion fungica. En el
analisis por subgrupos de peso, parece ser que la lactoferrina es mas efectiva cuando se
administra a neonatos con peso inferior a 1000 g, que cuando el peso esta entre 1000-
1500 g. Sin embargo, en esta revision no se ha encontrado un descenso de la
enfermedad cronica pulmonar ni de la estancia hospitalaria. Por tanto, son necesarios
ensayos clinicos mas amplios que confirmen estos hallazgos y que precisen la dosis y la
duracion del tratamiento antes de generalizar su uso en las unidades neonatales.

La concentracion de lactoferrina en la leche materna, al igual que la de citoquinas e
inmunoglobulinas, desciende durante la lactancia. En la comparacion entre leche de
mujeres con parto a término y pretérmino, se ha visto que los niveles son mayores en las
madres de nifios a término (142).

1.5.2.5 Microbiota de la leche materna

La introduccion de técnicas de biologia molecular en el estudio de los microorganismos
presentes en la leche materna ha permitido identificar a un mayor nimero de bacterias
que en los estudios basados en técnicas de cultivo tradicionales (143).

Entre los grupos mas frecuentes se han identificado principalmente Proteobacterias,
Pseudomonas, Staphylococcus y Streptococcus. Existe una amplia diversidad y
variabilidad en la microbiota de la leche materna, probablemente influenciada por la
propia microbiota intestinal de la madre. La presencia de estos microorganismos en la
leche materna contribuye a la correcta colonizacion intestinal del recién nacido que
tiene lugar tras el nacimiento. Sustancias prebidticos, como los oligosacaridos, tienen
también un papel importante, ya que actian como fuente de energia para grupos de
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bacterias beneficiosas para la salud, como bifidobacterias y lactobacilos (144)
(microbiota dominante en los nifios alimentados de leche materna).

En la tabla 5 quedan recogidos los principales factores inmunoldgicos encontrados en la
leche humana y la repercusion que podrian tener en el inmaduro sistema inmune del
recién nacido prematuro (10).

Tabla 5. Ventajas inmunologicas de la leche materna

Falta de transferencia de anticuerpos Inmunoglobulinas:
maternos a través de la placenta durante el IgAs, IgG
final del embarazo

Inadecuada eliminacién extracelular de las  Citoquinas:

infecciones bacterianas IL-6, TGF-a, TGF-B
Respuesta inflamatoria inapropiada por Factores de crecimiento:
errores en los patrones de reconocimiento  EGF, TGF-a y TGF-3

Factores microbiolédgicos:
Colonizacioén intestinal aberrante Lactoferrina, Oligosacaridos, Bacterias
probidticas

1.5.2.6 Hormonas

La reciente identificacion en la leche materna de hormonas relacionadas con la
regulacion del balance energético, como la leptina, adiponectina, resistina y grelina,
sugiere que la leche materna podria ser la fuente de componentes cruciales en el
desarrollo metabolico del nifio. Estas hormonas pueden estar implicadas en la
regulacion del crecimiento y desarrollo del nifio durante el periodo neonatal y la
infancia, y podrian tener efectos alargo plazo en la programacion metabdlica (124).

1.5.2.6.1 Leptina

La leptina es una adipoquina producida por los adipocitos de la masa grasa. Interviene
en el balance energético actuando de forma especifica a nivel de las neuronas
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hipotalamicas, a través de la produccién de neuropéptidos anorexigenos (hormona
estimulante de los a-melanocitos, a-MSH) y descenso de los neuropéptidos orexigenos
(neuropéptido Y, NPY). Los niveles séricos de la leptina son un reflejo del balance
energético y varian en funcion de la dieta y del gasto de energia. Durante el tercer
trimestre de la gestacion se deposita mas del 90% de la grasa corporal del feto. Los
niveles circulantes de leptina aumentan significativamente después de la 34 semana de
gestacion y esto se ha relacionado con la acumulacion rapida de grasa que tiene lugar al
final de la gestacion (145). Ademas se ha visto que podria tener una relacion con el peso
del recién nacido, de forma que los neonatos pequefios para su edad gestacional tienen
niveles mas bajos de leptina al nacimiento que los de peso adecuado a su edad o grandes
para su edad gestacional (124). Se ha asociado también con la duracion de la gestacion,
de forma que los niveles séricos de leptina en los nifios prematuros son inferiores que en
los a término, probablemente influenciado por la accion de hormonas metabdlicas como
la insulina y los corticosteriodes (145).

Estudios experimentales en modelos animales han sugerido que la leptina de la leche
materna puede pasar a la sangre circulante del neonato a través de receptores en la
mucosa gastrica y en el intestino delgado (146).

Los niveles de leptina en el calostro son mayores que en la leche de transicion. Los
estudios realizados en leches de madres de nifios prematuros con respecto de nifios a
término han demostrado niveles mas bajos en las primeras (147).

1.5.2.6.2 Resistina

La resistina es una proteina rica en cisteina secretada principalmente por el adipocito,
aunque recientes trabajos han demostrado que puede ser secretada por células del
sistema inmune y que podria tener un papel como agente proinflamatorio (148). Esta
relacionada con el metabolismo de la glucosa y tiene una accién antagonista de la
insulina a nivel de tejidos periféricos.

La resistina se produce en la placenta y puede estar implicada en la regulacion del
metabolismo energético durante el embarazo. Los niveles séricos de resistina en el
cordon umbilical se han correlacionado positivamente con los niveles séricos en la
madre y negativamente con el peso al nacimiento (149).
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La concentracion de resistina en el suero del recién nacido ha mostrado diferencias
también en funcidn de la edad gestacional, de forma que se obtienen niveles mayores en
el neonato a término que en el prematuro (145). Esta mayor concentracion de resistina
en el a término podria prevenir la hipoglucemia al nacimiento, facilitando la
gluconeogénesis hepatica.

Los niveles de resistina en la leche materna descienden durante la lactancia. Su
concentracion en sangre materna y en la leche estd relacionados positivamente con el
estradiol, progesterona, prolactina, tiroxina y triyodotiroxina, cortisol, leptina y
proteina-C-reactiva en la madre (124).

1.5.2.6.3 Adiponectina

La adiponectina es una proteina secretada por los adipocitos. Es la proteina especifica
de adipocitos mas abundante. Su funcién exacta no se conoce, aunque en estudios
experimentales y observaciones clinicas han mostrado una reduccion de la actividad de
la adiponectina en condiciones de resistencia a la insulina. En humanos, los niveles de
adiponectina se han relacionado positivamente con la sensibilidad a la insulina y
negativamente con el grado de adiposidad (124).

En nifios a término, durante los primeros dias de vida, los niveles de adiponectina se han
correlacionado positivamente con el peso al nacimiento, la longitud, los depdsitos de
grasa y con los nivles de leptina circulantes (150). En recién nacidos prematuros, de
igual forma que otras adipoquinas, los niveles son més bajos que en los recién nacidos a
término, no obstante, parece ser que la influencia de la edad gestacional no es tan
significativa una vez que se ajusta por el peso al nacimiento (151). Los niveles de
adiponectina se incrementan rapidamente durante la vida postnatal, posiblemente como
adaptacion metabdlica del prematuro a la vida extrauterina.

La presencia de adiponectina en la leche humana fue descrita por Martin y cols,
encontrando niveles mas altos que de leptina y que, como en ésta, se produce un
descenso progresivo durante la lactancia (152).

Los niveles séricos de adiponectina, leptina y resistina en los nifios durante el primer
mes de vida se relacionan significativamente con su capacidad antioxidante (153). Se ha
demostrado que los niveles de adiponectina protegen frente al estrés oxidativo en
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humanos. No obstante, la leptina circulante presenta una relacion significativamente
positiva con los marcadores de estrés e inversa con los que tienen capacidad
antioxidante. Por su parte, la resistina sérica se relaciona positivamente con enzimas
antioxidantes y negativamente con marcadores de estrés oxidativo.

1.5.2.6.4 Grelina

La grelina es un péptido producido principalmente en el intestino y esta relacionado
con la regulacion de la alimentacion a corto plazo y con el metabolismo energético a
largo plazo. La grelina estimula la ingesta de comida, tiene actividad adipogénica y esta
relacionada con el control del peso corporal a largo plazo (154).

Se detectan niveles circulantes de grelina en el feto a partir de la 23 semanas de
gestacion. Estos niveles permanecen relativamente constantes a lo largo de la gestacion
y al nacimiento, independientemente de la edad gestacional (145). Los resultados de los
estudios sobre la relacion entre los pardmetros antropométricos y los niveles de grelina
del recién nacido no muestran datos concluyentes (155,156).

En los ultimos afios se ha descrito la presencia de grelina en la leche materna de nifios
prematuros y a término, sin diferencias significativas en su concentracion. La
concentracion de grelina en la leche materna es mayor que en el plasma, lo que sugiere
que pudiera ser sintetizada y secretada en el pecho (157,158).

1.5.3 Lactancia materna y prevencion de enfermedades en el recién nacido
prematuro

La leche materna proporciona, como se ha detallado en los puntos anteriores, una
mezcla nica de factores bioactivos que posibilitan una mejora en la respuesta inmune
inmadura del recién nacido prematuro, previene de enfermedades inflamatorias como la
enterocolitis necrosante, a corto plazo, y permite un crecimiento y neurodesarrollo
Optimo posteriores.

Entre los factores protectores de la enterocolitis necrosante, la lactancia materna es el
que se ha mostrado mas efectivo. Los recién nacidos prematuros que son alimentados
con leche materna muestran una incidencia menor de enterocolitis cuando son
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comparados con los nifios alimentados con formula (159). Estas diferencias se
mantienen si el estudio se hace entre recién nacidos que reciben férmula artificial y se
compara frente a aquellos que son alimentados con leche materna donada procedente de
Banco de Leche Humana (110,160).

La leche materna ejerce su accion protectora a través de los factores inmunoprotectores
que contiene, que contribuyen a aumentar la resistencia de la barrera intestinal y a
regular la respuesta inmune. La presencia de sustancias probioticas y prebiodticas, como
los lactobacilos y oligosacaridos (no se encuentran en la leche de vaca) ha demostrado
poseer un gran nimero de funciones beneficiosas: mejoran el desarrollo de la pared
intestinal, modulan la respuesta inmune; favorecen el desarrollo de un patrén de
colonizacidn intestinal saludable; son un sustrato primordial en el crecimiento cerebral
(161,162).

Diferentes estudios han demostrado que la alimentacion con leche materna reduce la
incidencia y/o riesgo de sepsis en prematuros extremos y recién nacidos de muy bajo
peso al nacimiento (163,164). Patel y cols (65) propusieron que una nutricion enteral
con al menos 25 ml/kg/dia de leche materna, durante los primeros 28 dias de vida, se
asociaba a un descenso significativo de sepsis, lo cual mejoraba los resultados a largo
plazo en los recién nacidos de muy bajo peso y disminuia los costes derivados de su
asistencia.

1.5.4 Impacto de la congelacion y la pasteurizacion sobre la leche materna

El método de conservacion de la leche materna a largo plazo utilizado en la mayoria de
las Unidades Neonatales es la congelacion a una temperatura entre -18°C y - 20°C. La
evidencia del impacto de la congelacion en este rango de temperatura es escasa, ya que
la metodologia de los estudios publicados es muy diversa y estudia periodos variables
de congelacion. El tipo y duracion del almacenamiento tiene un efecto sobre algunos de
los componentes de la leche y este efecto, a su vez, depende de la contaminacion
bacteriana de la leche. La refrigeracion tiene un efecto inhibitorio del crecimiento
bacteriano (166). Ademas, el proceso de congelacion y descongelacion destruye
particulas de algunos virus que podrian estar presentes en la leche materna:
Citomegalovirus (CMV), Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) y el virus
Linfotrofico de Células T Humana (HTLV) tipo 1y I1 (167,168).
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La congelacion también puede tener efectos negativos sobre la capacidad defensiva de
la leche materna, ya que se ha descrito un descenso en el numero de linfocitos después
de cuatro semanas de congelacion, sin afectarse de forma significativa el contenido de
IgAs (169). El contenido de lactoferrina tampoco se ve afectado significativamente por
la congelacion -18°C y -20°C (170). No obstante, mantener la leche materna a estas
temperaturas si disminuye la capacidad antioxidante de la leche materna. Esta pérdida
se incrementa conforme se prolonga el tiempo de almacenamiento y difiere también en
funcion de la temperatura a la que se mantenga (171).

La pasteurizacion se realiza mediante el método Holder, tratamiento térmico en el que
se mantiene la leche a 62,5 °C durante 30 min y posteriormente se realiza un
enfriamiento rapido a 5°C. Con la pasteurizacion se asegura la eliminacion de los
agentes infecciosos potencialmente transmisibles a través de la leche humana, pero se
pierden algunas de las propiedades biologicas de la leche materna. Destruye los virus
VIH, HTLV, virus herpes simple y rubeola. Con la pasteurizacién se inactiva
completamente el CMV (172,173).

Desde un punto de vista nutricional, la pasteurizacion Holder disminuye el contenido de
grasa y calorias de la leche materna (174). Sin embargo el contenido de proteinas y
lactosa no se ve afectado. Otros componentes de alto valor bioldgico y nutricional,
como oligosacaridos, vitaminas A, D, E, y factor de crecimiento epidérmico, también se
conservan.

Este procedimiento provoca ademas pérdida de parte de componentes biologicamente
activos como inmunoglobulinas (IgAs, IgM, IgG) lactoferrina, lisozima, linfocitos,
lipasa, citoquinas y algunos factores de crecimiento. Segun Sousa y cols (175), el
contenido de IgA, IgM, IgG en el calostro desciende en un 20%, 51% y 23%
respectivamente tras la pasteurizaciéon Holder, al igual que la actividad de la lisozima
(desciende un 44%).

Se estan desarrollando nuevas técnicas de procesamiento como el tratamiento a alta-
presion (HPP), aplicado en la industria alimentaria, con los que se pretende minimizar
los efectos deletéreos sobre los componentes inmunoactivos de la leche materna que
provoca la pasteurizaciéon Holder, a la vez que se mantiene la seguridad microbiolédgica
(176,177).

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 41
Consecuencias Inmunolégicas



Introduccion

1.6 ADMINISTRACION DE CALOSTRO OROFARINGEO

La leche materna, segun lo expuesto anteriormente, es la més adecuada para la
alimentacion del recién nacido prematuro. El recién nacido prematuro de muy bajo
peso es un neonato inmunologicamente inmaduro que presenta ademas una alteracion
de las barreras naturales de defensa frente a infecciones (infecciones de la piel o el
tracto gastrointestinal).

La leche materna, principalmente el calostro, contiene nutrientes funcionales que
ayudan a crear un microambiente propicio para la maduracidén y proteccion intestinal.
Una de las principales ventajas de la lactancia materna precoz es su efecto anti-
inflamatorio, ya que diversos componentes de la leche materna (IL-10, lactoferrina,
TGF-B) pueden reducir la respuesta inflamatoria del recién nacido actuando
directamente a nivel intestinal (178). Por ello, para el recién nacido prematuro, la
exposicion a los factores inmunes de la leche materna cobra mayor importancia, puesto
que no solo le proporcionaria defensas frente a enfermedades a corto plazo, sino que
también ayudaria a asegurar un correcto desarrollo del sistema inmune a largo plazo

(10).

El calostro juega un importante papel en la transicion de la nutricién intrauterina a
extrauterina. Se produce cuando las uniones del epitelio de la glandula mamaria atn
estan abiertas, de forma que se permite el transporte paracelular de sustancias
inmunologicamente activas desde la circulacion materna hasta la leche. Este hecho se
traduce en la presencia de altos niveles de proteinas inmunes (IgAs, lactoferrina,
citoquinas pro y anti-inflamatorias y factores de crecimiento) que proporcionan a los
recién nacidos proteccion inmunologica. Estas uniones se cierran progresivamente
durante los primeros dias después del nacimiento, por ello la composicion del calostro
es tan diferente de la leche madura (179).

Los primeros dias de vida de un recién nacido prematuro representan un periodo critico
para iniciar la alimentacion enteral con calostro debido a la presencia en muchas
ocasiones de inestabilidad clinica asociada. En los ultimos afios se ha postulado la
administracion de calostro por via orofaringea (absorcién del mismo a través de la
mucosa oral) como potencial “terapia inmune” en el grupo de pacientes prematuros que
no pueden ser alimentados por via oral, mediante succion directa, debido a su
inmadurez neuroldgica (ausencia de mecanismo de succion-deglucion coordinado) o por
el riesgo de comorbilidades asociadas (enterocolitis necrosante).
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Recientemente se han publicado varios trabajos (180-183) en los que se ha sugerido que
la absorcion del calostro a nivel orofaringeo durante los primeros dias de vida podria
mejorar la funcion del sistema inmune de estos recién nacidos enfermos, a través del
estimulo del tejido linfoide asociado a mucosas, proporcionando una barrera de
proteccion local y cambiando los niveles de los factores inmunoldgicos derivados, como
IgAs y la lactoferrina, en los fluidos corporales.

Rodriguez y cols (180) describieron como la administracion de calostro por via
orofaringea supondria un estimulo del tejido linfoide a nivel local (anillo linfatico de
Waldeyer, principalmente amigdala palatina y adenoides), dando lugar a factores con
caracter defensivo (IL-10 e IgA). Las citoquinas exdgenas presentes en el calostro
materno interactuan con los linfocitos del tejido linfoide asociado a mucosas. Estas
citoquinas pueden estimular o inhibir la funcion celular in situ o en células vecinas a
través de la sintesis de nuevas citoquinas. Los linfocitos TH1 secretaran INF-y, TNF-f3 e
IL-2, que promoverian la respuesta inmune celular. Por otro lado, los linfocitos TH2
producirian IL-4, IL-5 e IL-13, las cuales estan implicadas en la respuesta humoral
(184). De esta forma, estimulos a nivel del tejido linfoide asociado a mucosas (TLAM)
podria activar la respuesta inmune en 6rganos distales o poner en marcha cascadas anti-
inflamatorias.

Durante la lactancia, con la succion directa del recién nacido al pecho, las citoquinas
presentes en la leche materna estimulan el TLAM a nivel orofaringeo y a nivel
intestinal. Este doble estimulo provocaria una respuesta mayor que si el estimulo ocurre
en un solo lugar. Los niflos a término alimentados al pecho se benefician de este efecto
combinado, sin embargo, los recién nacidos de muy bajo peso, ingresados en UCIN, que
reciben la nutricion enteral a través de una sonda nasogastrica, pierden el contacto de la
leche materna con el tejido linfoide orofaringeo. Este déficit podria ser corregido con la
administracion del calostro orofaringeo, como un complemento, no como un sustitutivo
de la nutricion enteral trofica. El hecho de que la concentracion de la mayoria de las
citoquinas, como la IL-6, sea mayor en el calostro que en la leche de transicion y
madura, sugiere la importancia que podria tener para el recién nacido prematuro la toma
de contacto con la leche materna, especialmente durante los primeros dias de vida.

En el ano 2010 Rodriguez y cols (181) publicaron el primer estudio, cuasiexperimental,
en el que se administraba el calostro orofaringeo a los recién nacidos prematuros. Se
tratd de un estudio piloto en el que solo fueron incluidos finalmente 5 pacientes, de
forma que no se pudieron obtener resultados estadisticamente significativos. En este
estudio se demostrd que era un procedimiento seguro y fiable, aunque no se midieron
resultados clinicos.
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Posteriormente, en 2011, Rodriguez y cols (182) publicaron el primer estudio
prospectivo randomizado con doble ciego en el que se valoré el impacto a nivel
inmunologico que tendria la administracion de calostro orofaringeo. La intervencion
consistia en administrar 0,2ml de calostro 12 veces al dia, durante 48 horas a neonatos
menores de 28 semanas de gestacion y menores de 1000g. Participaron 15 pacientes (9
en grupo calostro y 6 en grupo placebo). Se analizaron los niveles de IgAs, IL-10 y
lactoferrina en orina y en aspirado traqueal, observandose un aumento de IgAs y
lactoferrina al final de la intervencidn en el grupo que habia recibido durante 48 horas el
calostro orafaringeo frente al grupo placebo. En este estudio se vio también que el grupo
que recibia el calostro orofaringeo alcanzaba antes el volumen de nutricion enteral
completa.

En los tltimos tres afios se han seguido publicando estudios en los que se ha valorado el
efecto de la administracion del calostro orofaringeo sobre el numero de dias en alcanzar
la nutriciéon enteral completa, dias de catéter central, necesidad de transfusiones
sanguineas o datos de crecimiento al alta (185,186). En todos ellos se ha demostrado
que es un procedimiento seguro y que reducia el naumero de dias de nutricion parenteral,
de catéter central y mejora el peso al alta. Sin embargo no se ha podido demostrar un
efecto preventivo en el riesgo de sepsis o enterocolitis necrosante.

Gephart y cols (187) realizaron una revision de seis trabajos acerca de la repercusion de
la administracion del calostro orofaringeo. Se incluyeron tanto estudios prospectivos
como retrospectivos. En todos ellos, la intervencion se iniciaba en las primeras 48 horas
de vida del recién nacido y se mantenia durante un periodo que oscilaba entre dos y
siete dias consecutivos. La poblacion de referencia también era heterogénea, ya que no
todos los estudios incluian al mismo grupo de recién nacidos prematuros. Los autores
llegaron a las siguientes conclusiones:

¢ Evidencia demostrada:

o Volumen de nutricion enteral es importante para reducir la morbilidad
neonatal.

o El calostro contiene factores estimulantes del sistema inmune que son
deficitarios en el recién nacido prematuro.

o Cuando el calostro se administra por via orofaringea se reduce también
el tiempo hasta alcanzar la nutricion enteral completa.
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* Evidencia poco clara:

o Impacto de la administracion de calostro orofaringeo sobre los resultados
de enterocolitis necrotizante, sepsis, retinopatia de la prematuridad o
enfermedad pulmonar.

o Dosis y duracion de la administracion de calostro ofaringeo.

o El impacto que podria tener en nifios criticamente enfermos mayores de
1500g.

o Cambios en la respuesta inflamatoria después de la administracion del
calostro.

El impacto que esta intervencion tendria sobre el sistema inmunologico y si su efecto se
mantiene una vez que se ha suspendido la administracion de calostro orofaringeo, no
estan claros. En esta direccion, recientemente, Lee y cols (183) han desarrollado un
estudio en el cual se administraba calostro por via orofaringea a recién nacidos menores
de 28 semanas de gestacion, durante 3 dias, empezando la intervencion dentro de los
primeros 2-4 dias de vida. Estos autores realizaron mediciones en orina y saliva de los
niveles de IgAs, lactoferrina y diferentes componentes del sistema inmune
(interleuquinas, INF-y, TNF-a y factores de crecimiento) antes y después de la
intervencion y ademads a los 15 dias de vida. Observaron que el incremento de la IgAs
en el grupo que habia recibido el calostro se mantenia a las 2 semanas de vida, a la vez
que el contenido de IL-1 e IL-8 eran significativamente mas bajo.
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2. JUSTIFICACION

La finalidad de este trabajo es realizar un estudio sobre el valor inmunoldgico que
tendria la administracion de calostro orofaringeo en recién nacidos prematuros de muy
bajo peso. Se pretende aportar informacion sobre la utilizacion del calostro como una
potencial terapia inmune y no simplemente como un alimento en este grupo de
pacientes, constituyendo una alternativa a la dieta enteral absoluta y/o un complemento
de alimentacion tréfica de los primeros dias de la vida de estos nifios.

Es importante destacar que los resultados obtenidos en este estudio pueden apoyar el
conocimiento disponible sobre el valor del calostro como producto bioldégicamente
fundamental para el recién nacido en general y el prematuro en particular, con objeto de
conseguir una menor incidencia de patologias graves de la etapa neonatal del recién
nacido prematuro como son el la sepsis nosocomial y la enterocolitis necrosante.

Los resultados esperados se incluiran en la practica diaria y protocolos de atencion a
recién nacidos prematuros y enfermos ingresados en unidades de cuidados intensivos.
Todos ellos elementos basicos y retos en la asistencia diaria al recién nacido prematuro.

Por ultimo, este estudio supondra también la promocion de la lactancia materna entre
las madres de nifios prematuros ingresados en las Unidades de Neonatologia una de las
principales medidas recomendadas por los expertos para un correcto crecimiento y
desarrollo del neonato.
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3.1 HIPOTESIS

La administracion de calostro orofaringeo en recién nacidos prematuros, que son
pacientes inmunoldgicamente comprometidos, puede ser una terapia autoinmune eficaz
al aumentar los marcadores inmunologicos (IgA, IgM lactoferrina, resistina y citoquinas
pro y antiinflamatorias) y en consecuencia podria reducir el riesgo de enterocolitis
necrosante, sepsis nosocomial y/o muerte en recién nacidos prematuros de muy bajo
peso.

3.2 OBJETIVOS

El objetivo principal del estudio es evaluar los efectos que pueda tener la
administracion de calostro orofaringeo sobre los inmunomarcadores relacionados con la
defensa (lactoferrina, resistina, citoquinas pro-antiinflamatorias e inmunoglobulina A y
M) en recién nacidos prematuros de muy bajo peso.

Como objetivos secundarios se plantean:

* Estudiar la repercusion clinica de la administracion de calostro orofaringeo a
nivel de patologia digestiva e infecciosa.

* Estudiar la posible relacion de los inmunomarcadores con la enterocolitis
necrosante e infecciones nosocomiales.

* Valorar la seguridad de la administracion de calostro orofaringeo en recién
nacidos de muy bajo peso, en términos de estabilidad clinica durante el
procedimiento.

* Establecer sistema que permita la extraccion de calostro en las madres que han
tenido un hijo prematuro desde las primeras horas postparto y de esta manera
establecer un elemento de promocion de la lactancia materna en esta poblacion.
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4. METODOLOGIA

4.1 PACIENTES DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio de intervencion no aleatorizado con grupo control desarrollado en
Unidad de Neonatologia del Hospital Universitario Virgen de Las Nieves de Granada,
desde Abril 2014 hasta Abril de 2015.

Ha sido valorado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves, el cual ha dado su aprobacion para llevarlo a cabo.

El estudio se ha desarrollado siguiendo los principios éticos de la Declaracion de
Helsinki de la Asociacion Médica Mundial (WMA).

4.1.1. Poblacion

La poblacion de referencia la constituyen los recién nacidos prematuros menores de
32+6 semanas de edad gestacional y/o menores de 1500 gramos de peso que ingresaran
en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del HMI Virgen de las Nieves de
Granada.

4.1.1.1. Criterios de inclusion

* Recién nacido prematuro con una edad gestacional inferior a 32+6 semanas
ingresado en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales.

* Recién nacido prematuro con un peso al nacimiento inferior a 1500 gramos
ingresado en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales.

* Aceptacion libremente de los padres/tutores legales para participar en el estudio,
una vez leido y firmado el consentimiento informado para la participacioén de su
recién nacido en el estudio (Anexo 1).
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4.1.1.2. Criterios de exclusion

* Recién nacidos con cromosomopatias 0 malformaciones congénitas mayores.

* Recibir drogas vasopresoras superiores a 10 mcg/kg/min.

* No aceptacion de consentimiento informado para participar en el estudio por
parte de los padres o tutores legales del recién nacido.

4.2 DISENO DE LOS GRUPOS E INTERVENCION

4.2.1 Seleccion de sujetos e informacion a los padres/representantes legales

La seleccion de sujetos y su seguimiento se llevo a cabo en el Hospital Materno-Infantil
Virgen de las Nieves de Granada por parte del personal de la Unidad de Neonatologia
(neonatologos y enfermeras participantes en el proyecto).

En caso de amenazas de partos prematuros ingresados en la Unidad de Ginecologia, la
enfermera responsable del protocolo de atencidon prenatal realizd la primera visita
informativa. En esta primera entrevista, a la madre que expres6 su deseo de dar
lactancia materna a su bebé, se le explico el procedimiento de alimentacion orofaringea
y la necesidad de un estimulo precoz para la recoleccion de calostro lo antes posible.

Una vez producido el parto prematuro, en las 24 horas después del parto, se inform¢ a la
madre nuevamente sobre esta intervencion, los beneficios y el sistema para la extraccion
de la leche (Figura 1 y Figura 2).

Se anim¢ a las madres a la utilizacion de la bomba de recoleccion doble, cada dos o tres
horas para un total de ocho veces cada 24 horas, hasta una vez se hubiera instaurado la
produccion de leche (Figura 3). Al menos una extraccion deberia producirse por la
noche cuando los niveles de prolactina son mas altos.
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Figura 1. Instrucciones para realizacion de masaje del pecho para mejorar la salida de la
leche.

Usando 2 o 3 dedos, dele masajes circulares a su
pecho, del exterior hacia el pezon.

Con toda la palma de la mano, frote suavemente
al pecho desde la base hacia la punta del pezén.

Coloque los dedos pulgar e indice al borde de la
aréola y extraiga suavemente la leche.

Cambia la posicion de los dedos pulgar e indice
alrededor de la aréola de modo que el pecho se
~vacie completamente.
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Figura 2. Instrucciones para extraccion manual de calostro.

1. Pulgar y dedo indice y medio en forma de “C”, unos 3 - 4 cm por detrds del pezén.

Posicidn Correcta Posicidn Incorvecta

2. Empujar los dedos hacia atras (hacia las costillas), sin separarlos.

3. Rodar los dedos y el pulgar hacia el pezén, sin deslizar.

\
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7 | )
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‘ Presin hacia las Devuelta  Acabe la manipulacion

o= paredes del seno

4

4. Ir rodando la posicion de los dedos para vaciar otras partes del pecho. Utilizar ambas manos
en cada pecho.

Mano Derecha Mano lzquierda
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Figura 3. Sistema de extraccion eléctrico mediante bomba de recoleccion doble.

Las madres recibieron estas instrucciones verbalmente y por escrito (documento
completo en Anexo 2.

Una vez que los padres o tutores legales de los recién nacidos fueron informados y
aceptaron el consentimiento informado, los sujetos fueron asignados al grupo que
recibiria calostro materno (grupo calostro) si se disponia del mismo en las primeras 24
horas de vida. Por otro lado, si se evidencia imposibilidad materna de lactar o no
disponibilidad de calostro en las primeras 24 horas de vida, los recién nacidos fueron
incluidos en el grupo control (no administracion orofaringea de calostro materno).

La figura 4 muestra el diagrama de participacion y abandono del estudio. Durante el
periodo de estudio, 38 neonatos fueron incluidos en el protocolo de administracion de
calostro orofaringeo. Las caracteristicas de cada grupo se describen a continuacion:

¢ Grupo calostro (N= 20): reciben 0,2 ml de calostro orofaringeo cada 4 horas
desde las primeras 24 horas de vida hasta el 15° dia de vida.

* Grupo control (N=18): no reciben calostro orofaringeo.
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Hubo 5 abandonos (3 entre el grupo intervencion y 2 entre controles) por fallecimiento
o limitacion del esfuerzo terapéutico durante los primeros 15 dias de vida, de forma que
no se cumplié el tiempo de seguimiento y los datos obtenidos de las muestras de sangre
recogidas no se han incluido en el analisis.

Figura 4. Diagrama de flujo donde se muestran los participantes en el estudio.

RN <3246 SG y/

0 <1500g
; n= 38
Grupo Calostro: Grupo control:
n=20 n=18
1/ ERIENEE 3 abandonos 16 neonatos 2 abandonos
completaron . completaron 5

protocolo protocolo

*

3 pacientes fallecieron durante la primera semana de vida. Se trataba de RNPT extremos (25-26 SG)
conpeso<750 g

** Hubo un fallecimiento a las 72 h de vida de RNPT de 23+5 SG y se realizd una limitacién del
esfuerzo terapéutico por alto riesgo de secuelas neurologicas el 5° dia en un RNPT de 25 SG.

La nutricion enteral de cada paciente, independientemente del grupo asignado, fue
decidida por el equipo médico responsable de su cuidado. Se inici6 la nutricién enteral
trofica en las primeras 24-48 horas, tan pronto como fue posible, siempre que no
existieran contraindicaciones para la misma.

4.2.2 Intervencion

Los sujetos del grupo de intervencion recibieron un total de 0,2 ml de calostro por
sesion de tratamiento. Este procedimiento se llevd a cabo cada 4 horas durante los
primeros 15 dias de vida. En el grupo control no se administr6 calostro orofaringeo
durante el periodo de intervencion.
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El calostro era recogido por las madres en un recipiente estéril que posteriormente se
entregaba directamente en la Unidad de Neonatologia (Figura 5). Las jeringas se
preparaban diariamente y se mantenian refrigeradas a 4°C, correctamente etiquetadas,
en un frigorifico exclusivamente de leche materna en la Unidad de Neonatologia
(Figura 6).

Figura 5. Recipiente estéril que se le entrega a la madre para recogida de calostro.

Figura 6. Jeringas estériles cargadas con calostro, correctamente identificadas y datadas.
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En el caso de que se iniciara la succion nutritiva eficaz directa del pecho, el paciente del
grupo control seria excluido del estudio. No hubo exclusiones por este motivo durante
el periodo de tiempo del estudio. Si durante los primeros 3 dias de intervencidn, se
interrumpia la administracion de calostro durante un plazo superior a 24 horas, el
paciente era excluido del estudio, aunque la madre dispusiera de calostro
posteriormente.

La enfermera responsable del cuidado del paciente administré el calostro. El
procedimiento consistia en colocar la jeringa en la boca del bebé, dirigiendo hacia la
orofaringe y administrar 0,1 ml (aproximadamente siete gotas) del calostro durante un
periodo de al menos dos minutos en un lateral. Sin retirar la jeringa dentro de la boca
del bebé, se redirigia la jeringa hacia lado contralateral de la mucosa bucal y se
administr6 el 0,1 ml restante (Fig 7).

Figura 7. Administracion de calostro orofaringeo a recién nacido portador de sonda
nasogastrica y sistema de ventilacién no invasiva nasal.

Durante el procedimiento se vigildo la frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
saturacion cutanea de oxigeno y la presion arterial, en caso de estar monitorizada de
forma invasiva a través de catéter en arteria umbilical. En caso de percibirse una
disminucién significativa mantenida de la saturacion cutanea de oxigeno inferior al
88%, bradicardia menor a 100 lpm o presentar sefiales de agitacion o disconfort, el
procedimiento se interrumpiria.
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El personal de enfermeria de UCIN disponia de las instrucciones para realizar la técnica

a través de un documento que se mantenia en la carpeta de tratamiento de cada paciente
(Anexo 3).

Cada paciente disponia de una hoja de registro en la que se recogieron variables
perinatales (factores de riesgo infeccioso, utilizacion de antibioterapia pre-intraparto,
corticoides prenatales, via de parto, edad gestacional, pardmetros antropométricos al
nacimiento, uso de catéteres centrales) (Anexo 4).

4.3 VARIABLES ANALIZADAS

4.3.1 Variables independientes

* Variables Maternas: factores de riesgo infeccioso (corioamnionitis materna,
cultivo Estreptococo grupo B, tiempo de amniorrexis hasta el parto); uso de
antibidtico prenatal/intraparto por riesgo infeccioso; tipo de antibidtico utilizado;
tipo de parto (vaginal, cesarea), corticoides prenatales.

e Variables recién nacido:

o Al nacimiento: edad gestacional, puntuacion Apgar 1/5; parametros
antropométricos al nacimiento (peso, talla, perimetro cefalico), CRIB,
tipo de terapia antibidtica inicial recibida y duracién de la misma.

o Durante el tiempo de estudio: tipo de alimentacion y volumen de
nutriciéon de enteral, necesidad y tipo de soporte respiratorio, alteracion
en ecografia cerebral y desarrollo de retinopatia de la prematuridad al
mes de vida. Para la clasificacion de los hallazgos patologicos en la
ecografia cerebral se ha utilizado las clasificaciones que aparecen en la
tabla 6y 7
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Tabla 6. Clasificacion ecografica de la hemorragia cerebral en el recién nacido.

Grado Hallazgo ecografico

HIV

I Hemorragia localizada inicamente en la matriz germinal subependimaria

11 La sangre intraventricular ocupara menos del 50% del area ventricular

IIIa La sangre ocupa un area mayor del 50% distendiendo al ventriculo

I1Ib Todos los ventriculos y cisterna magna estan ocupados y dilatados

v Lesion en sustancia blanca secundario a infarto hemorragico
periventricular

Clasificacion de Papile en 1978 modificada por Volpe (188)

Tabla 7. Clasificacion de lesiones en sustancia blanca en ecografia cerebral en el recién
nacido.

Grado Hallazgo ecografico
LPV
I Hiperecogenicidad periventricular transitoria que dura mas de 7 dias
11 Quistes localizados en el angulo externo del ventriculo lateral
I Quistes que se extienden desde el area frontoparietal hasta el area
occipital
v Quistes que se extienden hasta la sustancia blanca subcortical

Clasificacion de De Vries 1993 (189)

4.3.2 Variables dependientes:
* C(Clinicas:

o Enterocolitis necrotizante: si (Grado > Clasificacion Bell). Los criterios
de clasificacion de Bell aparecen en la Tabla 8.

o Sepsis nosocomial: si/no
- Sepsis comprobada: sintomas o signos clinicos de infeccion,
marcadores biologicos de sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) (recuento leucocitario alterado, PCR > 12 mg/1)

y hemocultivo positivo (34).

o Exitus: si/no
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o Muestra de sangre: determinacion IgA, IgM, lactoferrina, resistina y
perfil inflamatorio (IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, INF-y).

o Muestra de calostro materno: determinacion IgA, IgM, lactoferrina,
resistina y perfil inflamatorio (IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, INF-y).

Tabla 8. Clasificacion de estadios por estadios de enterocolitis necrosante (NEC)

1A Sospecha Termolabilidad, Aumento restos Normal o discreta
NEC apnea, gastricos, distension  dilatacion de  asas,
bradicardia, abdominal, sangre ileo leve
letargia oculta en heces
1B Sospecha fdem IA idem IA + heces IdemIA
NEC con sangre
1TIA Demostrada, idem 1A idem I + ausencia Dilatacion de asas,
afectacion de ruidos ileo, neumatosis
leve intestinales con(sin intestinal
abdomen tenso y
doloroso
1IB Demostrada,, Idem I + acidosis [dem IIA + clara [dem IIA + gas en
afectacion y trombocitopenia tensiéon abdominal, vena porta, con/sin
moderada leves con/sin celulitis  ascitis
abdominal o masa
en cuadrante
derecho inferior
1A Avanzada, fdem 1B + Idem IIB + signos Idem IIB + ascitis
grave. hipotension, de peritonitis  franca
perforacion bradicardia, apnea generalizada
visceral grave, acidosis
mixta, CID,
neutropenia
1B Avanzada, [dem ITTA [dem ITTA [dem 1B +
grave, neumoperitoneo
perforacion

Clasificacion de Bell 1978, modificada por Walsh MC y Kliegman RM en 1986 (33)
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4.4 OBTENCION Y ANALISIS DE MUESTRAS

4.4.1 Obtencion de las muestras de sangre y calostro

En la figura 8 aparece resumido el plan de trabajo seguido en este estudio. Para valorar
los efectos inmunoldgicos de la administracion del calostro orofaringeo se recogieron 4
muestras de sangre a lo largo del primer mes de vida: M1 (al ingreso, y siempre antes
de las 24 h vida), M2 (3° dia de vida), M3 (15° dia de vida) y M4 (30° dia de vida).
Estas extracciones se hicieron coincidir con los controles analiticos habituales que se
realizan por protocolo al ingreso, con el despistaje de metabolopatias y seguimiento en
los pacientes prematuros ingresados en UCIN).

La muestra de calostro del grupo intervencion se recogido en los primeros 3 dias
postparto.

Las muestras fueron identificadas con el nombre del paciente y numero de historia
clinica por el personal de enfermeria encargado del cuidado del paciente.

Las muestras de sangre se recogieron en tubos de micrométodo (0,6 ml), se dejaron
coagular durante 30 minutos y posteriormente se centrifugaron durante 10 min a
1000xg. El suero obtenido se alicuotd y fue almacenado a -20° C hasta ser analizado.

La muestra de calostro se alicuoto y congelé a — 20°C. La muestra de calostro del grupo
intervencion se recogid en los primeros 3 dias postparto y se congeld igualmente a -20°
C. Para evitar la interferencia del contenido graso de la leche en el inmunoanalisis, se
centrifug6 la muestra a 800xg durante 10 min a 4°C. La fase acuosa-proteica se separd y
las alicuotas obtenidas se congelaron a — 80°C hasta ser analizadas.

En cada muestra se determino:

* Muestra de sangre: determinacion IgA, IgM, lactoferrina, resistina y perfil
inflamatorio (IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, INF-y).

* Muestra de calostro materno: determinacion IgA, IgM, lactoferrina, resistina y
perfil inflamatorio (IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, INF-y).
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Figura 8. Plan de trabajo del estudio.
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DETERMINACION DE
IG, LACTOFERRINA,
RESISTINA Y PERFIL
INFALMATORIO EN
CADA MUESTRA
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4.4.2 Analisis y procesamiento de las muestras

4.4.2.1 Determinacidén de citoquinas en suero

Los niveles de citoquinas se midieron mediante el kit comercial de EMD Millipore’s
MILLIPLEX® MAP Human Cytokine/Chemokine (HCYTOMAG-60k), usando el
Citometro de placas Luminex 200, Luminex Corporation (Austin, Estados Unidos) y el
software XPONENT (un software para la adquisicion y analisis de datos con equipos
Luminex). Este kit permite la cuantificacion simultanea de las siguientes 41 citoquinas y
quimioquinas humanas. Entre ellas, hemos utilizado las siguientes: IL-1Ra, 1L-6, IL-8,
IL-10, TNF-a, IFN-y.

4.4.2.1.1. Preparacion de los controles de calidad.

Se prepararon dos controles de calidad uno para valores altos de concentracién y otro
para valores bajos de concentracion. Se reconstituyeron con 250 ul de agua bidestilada,
se mezclaron por inversion y se dejaron reposar 5-10 minutos.

4.4.2.1.2 Preparacion de las curvas estandar de las citoquinas estudiadas

En primer lugar se realizo un estandar madre de 10000 pg/mL. Para ello se reconstituyo
el estandar de la casa comercial en 250 pl de agua bidestilada, se mezclo bien y se dejo
reposar 5-10 minutos.

La curva estandar a utilizar se realiz6 mediante diluciones sucesivas de esta “madre”. Se
etiquetaron cinco tubos cinco tubos de microcentrifuga de polipropileno, de 2000, 400,
80, 16 y 3,2 pg/mL. Afiadimos 200 puL de tampon en cada uno de ellos. A continuacion
se preparan diluciones seriadas afiadiendo 50 pL del estandar reconstituido de 10.000
pg/mL al tubo de 2000 pg/mL. Se mezcla bien y se transfieren 50 pL al tubo de 400
pg/mL. Volver a mezclar bien y transferir 50 pL. de esta dilucion al tubo de 80 pg/mL,
mezclar bien y transferir 50 pL del estdndar de 80 pg/mL al tubo de 16 pg/mL.
Finalmente volver a mezclar y transferir 50 uL. de éste al tubo de 3,2 pg/mL. El estandar
de 0 pg/mL serd tampdn de ensayo. Figura 9.
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Figura 9. Esquema de las diluciones seriadas en el kit comercial EMD Millipore’s
MILLIPLEX® MAP Human Cytokine/Chemokine (HCY TOMAG-60k)

D @@@ D

50 pL 50 pL 50 pL
Standard 200 pL 200 pL 200 pL
N\ N N\ N\

Reconstituted
standard 2,000 pg/mL 400 pg/mL 80 pg/mL 16 pg/mL 3.2 pg/mL
10,000 pg/mL

4.4.2.1.3 Procedimiento de inmunoensayo.

En primer lugar se prepar6 la placa siguiendo las indicaciones de la casa comercial. A
continuacion se afiadieron 25 pL de la solucion matriz a los pocillos del estandar y
control y 25 pL. del tampdn ensayo a los pocillos de las muestras. Posteriormente se
adicionaron 25 pLL de muestra dentro del pocillo correspondiente a las muestras y 25 pl
de estandar y control. A continuacion se afiadieron 25 pl de microesferas, que
contenian los anticuerpos, a cada pocillo.

La placa se incub6 toda la noche a 4°C y con una ligera agitacion. A la mafana
siguiente se retird el contenido con suavidad y se realizaron dos lavados con 200 ul de
buffer de lavado siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Se adicionaron a cada pocillo 25 pl de microesferas con el anticuerpo de deteccion
(MXH1060-1) y se incubd la placa a temperatura ambiente en agitacion durante 30
minutos. Esto resulta en la formacién de un sandwich de anticuerpos alrededor de la
citoquina, quimioquina y factores de crecimiento diana. Tras 3 lavados, se adiciono la
solucion de estreptavidina-ficoeritrina (L-SAPE9) a cada pocillo y se incubo6 la placa a
temperatura ambiente en agitacion durante 30 minutos. La SAPE se unio al anticuerpo
de deteccion biotinilado en la superficie de la microesfera. Posteriormente, se realizaron
una serie de lavados antes de la deteccion.
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Los datos de la reaccion se adquieren usando el sistema Luminex 200® (Austin, TX,
EEUU) que es un instrumento basado en citometria de flujo que permite cuantificar la
intensidad de las reacciones bioquimicas que tienen lugar en la superficie de las
microesferas. Ademads, incluye un sistema informatico de captura, procesamiento y
transformacion de la sefial fluorescente en sefal digital, permitiendo asi el andlisis de
los resultados. Uno de los laseres emite una radiacion con una longitud de onda capaz
de excitar las moléculas de fluorocromo contenidas en las microesferas. La intensidad
de la fluorescencia emitida por éstas permite diferenciar el analito que se mide en cada
caso (fluorescencia interna de las microesferas). El otro laser excita las moléculas de
ficoeritrina (PE) que se afnaden al final del ensayo (fluorescencia en la superficie de las
microesferas). El sistema Optico de deteccion del Luminex® permite revelar la
intensidad de la reaccion que tiene lugar en la superficie de las microesferas y el
software del Luminex® (xPONENT) calcula automaticamente la concentracion de cada
citoquina en la muestra problema, empleando una curva estandar derivada de una
suspension de citoquinas estandar, de concentracion conocida y de la que se hacen
diluciones seriadas.

Las condiciones del equipo Luminex 200® se muestran en al tabla 9.

Tabla 9. Condiciones del equipo Luminex 200® para la determinacion de citoquinas.

Events: 50, per bead
Sample Size: 100 pL

Gate Settings: 8,000 to 15,000
Reporter Gain: Default (low PMT)
Time Out: 60 seconds

Bead Set: Customizable 41-Plex Beads
IFNy 25

IL-10 27

IL-1RA 42

IL-6 57

IL-8 63

TNFa 75
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4.4.2.2 Determinacion de lactoferrina y resistina

Las concentraciones de Lactoferrina y Resistina en suero se realizaron mediante el Kit
comercial MILLIPLEX® MAP HUMAN SEPSIS PANEL 3 MAGNETIC BEAD panel
kit 96-Well Plate Assay HSP3MAG-63K. Este kit se utiliza para la determinacion
simultdnea de los siguientes analitos implicados en el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica: Lactoferrina, Elastasa 2, Resistina, Trombospondina-1, NGAL.
En nuestro estudio, siguiendo las instrucciones de la casa comercial, se midieron
lactoferrina y resistina.

Los procedimientos de preparacion los controles de calidad, microesferas con
anticuerpos dirigidos frente a los analitos, en este caso lactoferrina y resistina, el tampon
de lavado y el estandar del Panel de Sepsis Humano fueron similares a los descritos en
el apartado anterior para la determinacion de citoquinas.

En la preparacion de la curva patron se utilizaron seis estandares. Se etiquetaron seis
tubos de microcentrifuga de polipropileno, pero con concentraciones diferentes al panel
anterior, segin se puede ver en la figura 10.

Figura 10. Esquema de las diluciones seriadas y concentraciones obtenidas en el kit
MILLIPLEX® MAP HUMAN SEPSIS PANEL 3 MAGNETIC BEAD panel Kit 96-
Well Plate Assay (HSP3MAG-63K)

@@ @@@

7N 50 pL 50 pL
OO O O o O D
o o
Stock | | 150 L. | | 150 L. | | 150 pL | | 150 L. | | 150 L. |
N N
Standard 6 Standard 5 Standard 4 Standard 3 Standard 2 Standard 1
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Lactoferrin & -
Ség\ln?ard EIast/asE 2 | Thrombo spondin-1 NG/ALL Res/lsttn
ilution (pg/mL) (pa/mL) (pg/mL) (pg/mL)
Standard 6 20,000 200,000 30,000 10,000
Standard 5 5,000 50,000 7,500 2,500
Standard 4 1,250 12,500 1,875 625
Standard 3 313 3,125 469 156
Standard 2 78 781 117 39
Standard 1 20 195 29 10

En el procedimiento de inmunoensayo se siguen los mismos pasos que en el panel

HCYTOMAG-60k.

Las condiciones del equipo Luminex 200® que se utilizaron se muestran en al tabla 10.

Tabla 10. Condiciones del equipo Luminex 200® para la determinacion de lactoferrina

y resistina.

Events 50, per bead

Sample Size: 50 uL

Gate Settings 8,000 to 15,000

Reporter Gain Default (low PMT)

Time Out 60 seconds

Bead Set Customizable 41-Plex Beads
Lactoferrin 51

Resistin 64

4.4.2.3 Determinacion de Inmunoglobulina M

Las determinaciones de Ig M en suero se hicieron con MILLIPLEX® MAP Human
Immunoglobulin Isotyping Magnetic Bead Panel 96 Well Plate Assay. Este panel se
utiliza para la cuantificacion de los siguientes seis analitos: IgM, IgGl1, 1gG2, 1gG3,

IgG4, and IgA.
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4.4.2.3.1 Preparacion de los controles de calidad y curva patron para [gM.

Este panel tiene una serie de particularidades en la preparacion de los estdndares con
respecto a los anteriores.

Se reconstituyo el estandar MILLIPLEX MAP Human Multi-Inmunoglobulin en 0,5 ml
de agua desionizada. Se mezcl6 a alta velocidad durante 15 segundos. A continuacion se
dejo6 en hielo durante 15 minutos. Este estandar fue el estdndar 7. La curva estandar a
utilizar se realizd mediante diluciones sucesivas de esta “madre”. Se etiquetaron
nuevamente 6 tubos de microcentrifuga de polipropileno y se afiadieron 200 pL del
tampon de ensayo en cada uno de los tubos. A continuacion se realizaron diluciones
seriadas de 100 pL del estandar 7 al 6, de la mezcla resultante 100 pL al estandar 5 y asi
sucesivamente. El estandar 0 fue el tampon ensayo. Figura 11.

Figura 11. Esquema de diluciones seriadas en la preparacion de la curva patron para el
kit MILLIPLEX® MAP Human Immunoglobulin Isotyping Magnetic Bead Panel 96
Well Plate Assay.

% 100uL 100pL 100pL % 100pL§ 100uL§ 1oouLg
200pL

Standard | | 200 pL | ’ 200 pL ‘ | 200 pL | | 200 pL | ‘ 200 pL ‘
A A A N g
Reconstituted Standard 6 Standard 5 Standard 4 Standard 3 Standard 2 Standard 1

Standard 7

Después de las diluciones seriadas, los tubos obtenidos tendrian las concentraciones que
aparecen en la tabla 11.
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Tabla 11. Tabla de concentraciones recogida dentro de las indicaciones de la casa
comercial para el MILLIPLEX® MAP Human Immunoglobulin Isotyping Magnetic
Bead Panel 96 Well Plate Assay

Standard Tube # (nlgfsn:L) (r:g/Gr:L) (nIS/Cf:L) (nlg/Gn?L) (ngI%L) (n:_;%mL)
1 14 41 0.2 0.4 21 34
2 41 124 06 12 6.2 103
3 124 370 19 37 185 309
4 370 111 56 1.1 55.6 926
5 111 3333 16.7 333 166.7 278
6 3333 10000 50 100 500 833
7 10000 30000 150 300 1500 2500

4.4.2.3.2 Procedimiento de inmunoensayo

En primer lugar se prepar6 la placa siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Se
afladieron 50 pL del control, el estandar o la muestra diluida en cada pocillo. A
continuacion se adicionaron las microesferas de MILLIPLEX MAP Anti-Human Multi-
Inmunogloblulin. Se cubri6 con una placa opaca y se incub6 durante 1 hora en un
agitador de placa a temperatura ambiente. Posteriormente se lavo la placa dos veces con
el tampon de lavado, retirandolo después de cada lavado mediante un sistema de
aspiracion.

Una vez realizado el lavado, se afiadieron 25 pL por pocillo de la dilucion de
anticuerpos frente a las cadenas ligeras k¥ y A de los anticuerpos (Anti-human « and A
light Chain, PE). Se cubri6 de nuevo con una placa opaca y se incubd durante 1 hora
sobre un agitador de placas a temperatura ambiente. Por ultimo se realizaron una serie
de lavados mediante aspirado de fluido y resuspension final, antes de pasar a la
deteccion de la reaccion mediante el sistema Luminex 200® (Austin, TX, EEUU).

Las condiciones del equipo Luminex 200® para la determinacion de I[gM se muestran
en al tabla 12.
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Tabla 12. Condiciones del equipo Luminex 200® para la determinacion de IgM.

Events: 50, per bead

Sample Size 100 pL

Gate Settings 8,000 to 15,000

Reporter Gain Default (low PMT)

Time Out 60 seconds

Bead Set Customizable 41-Plex Beads
IgM 18

4.4.2 4. Determinacion de Inmunoglobulina A

Las determinaciones de IgA en suero y en leche materna se realizaron utilizando
ELISA-Kit para cuantificacion de IgA en suero, plasma y otros liquidos bioldgicos
(SEA546Hu 96 TestsEnzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Immunoglobulin A,
Clud-Clone Corp, Houston, USA).

4.4.2.4.1 Preparacion de los reactivos y estandares de trabajo

Para la preparacion del estdndar, se reconstituyd con 1 ml de diluyente estandar,
disponible en el Kit, y se mantuvo durante 10 minutos a temperatura ambiente agitando
suavemente. La solucion estandar tenia una concentracion de 100 ng/ml. Se prepararon
7 tubos con 0,6 ml del diluyente estandar y a continuacion se realizd una triple dilucion
seriada tal y como aparece en la siguiente figura 12.

Figura 12. Esquema de diluciones seriadas en el ELISA-kit para cuantificacion de IgA

300pL 300puL 300uL 300pL 300pL 300pL

A TATATA

= NYY YV UT

Tube
ng/mL 400 100 33.33 1.1 3.70 123 0.41 0.14 0
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El estandar 9 fue la dilucidn en blanco.

Los reactivos de deteccion A y B se diluyeron también en diluyente de ensayo hasta una
concentracion 1:100.

Las muestras de suero requirieron una dilucién con una concentracion 1:50000.

4.4.2.4.2 Procedimiento de ensayo

Se prepararon 7 pocillos para los estdndares y 1 para la solucion en blanco. Se
afiadieron 100 pL de cada uno de las diluciones de estandares, en blanco y muestras en
los correspondientes pocillos. A continuacion se incub6 durante 2 horas a 37°C.

Posteriormente se eliminé el liquido de cada pocillo, pero sin lavar y se adicionaron 100
pL de la solucion de trabajo del reactivo A en cada pocillo. Después de realizar el
sellado con una placa se volvié a incubar durante 1 h a 37°C. A continuacion se llevaron
a cabo un total de tres lavados y posteriormente se retiraron todos los restos de liquido
mediante aspirado o decantacion. Se adicioné el reactivo de Deteccion B y se incubo
durante 30 minutos a la misma temperatura. A continuacion se realizaron lavados
seriados, cinco, y se afiadieron 90 pL de la Solucion Substrato en cada pocillo. El
liquido tom¢ un color azul. Esta nueva mezcla se incub6 durante 15-25 minutos a 37°C,
protegida de la luz. A continuacion se anadieron 50 pL de la soluciéon Stop en cada
pocillo y el liquido cambié a un color amarillo. Se retird cualquier gota de agua. La
muestra de esta forma esta preparada para el analisis con el lector de microplaca.

El promedio de la lectura de cada estandar, control y muestra se utiliz6 para construir
una curva estandar, en la cual en el eje de abscisas apareceria la densidad optica y en el
de ordenadas la concentracion en ng/ml
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4.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron introducidos, de forma anonima, en la base de datos general del
estudio, (sistema informatico IBM SPSS Statistics 19).

Se realizd un andlisis descriptivo de las variables de interés, calculando medidas de
tendencia central y dispersion para las numéricas, y frecuencias absolutas y relativas
para las cualitativas. Se comprob6 la normalidad de las variables con el test de Shapiro -
Wilks.

Para comparar las caracteristicas basales entre los grupos caso y control se llevo a cabo
un analisis bivariante. Para las variables numéricas se utilizo el test t de Student para
muestras independientes o Mann-Whitney en caso de no normalidad. En el caso de las
variables cualitativas, se empleo el test chi-cuadrado de Pearson o Fisher en los casos en
los que no se cumplieron las condiciones de aplicabilidad.

Para analizar la evolucion de los inmunomarcadores en los distintos momentos medidos
entre casos y controles, se ha realizado un Modelo Lineal General de medidas repetidas,
considerando como factor intra-sujetos los 4 momentos de tiempo estudiados (primeras
24 horas de vida, dia 3, dia 15 y dia 30) y como factor inter-sujetos el grupo (calostro y
control). La hipdtesis de esfericidad se contrastd con el test de Mauchy, y en los casos
en los que no se cumplio se utilizo el contraste de Greenhouse-Geisser.

Adicionalmente, para contrastar posibles diferencias en los valores de IgA, IgM,
lactoferrina, resistina, IL-1Ra, 1L-6, IL-8, IL-10, TNF-a e INF-y recogidos en sangre
entre los grupos intervencion y control, se utilizo el test de comparacion de medias para
muestras independientes t de Student y Mann-Whitney para los casos no normales.

Para analizar la evolucion de los niveles de IgA, IgM, Lactoferrina, Resistina, IL-1Ra,
IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a e INF-y en los distintos momentos estudiados se utilizo el test
t-Student para datos pareados y Wilcoxon en los casos que no se cumpliera la hipotesis
de normalidad.
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Dentro de los objetivos secundarios en los que se valora la repercusion clinica de la
administracion de calostro, para analizar la relacion entre los distintos
inmunomarcadores y la presencia de sepsis o NEC en los momentos M3 y M4 y
retinopatia, se ha contrastado con el test no paramétrico de Mann-Whitney, debido a que
el reducido nimero de eventos no permitio la realizacion de los correspondientes test
paramétricos.

Para todos los contrastes se consider6 un nivel de significacion de 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS PERINATALES DE LOS RECIEN NACIDOS
PREMATUROS

Analizamos los antecedentes prenatales de ambos grupos, como se muestra en la Tabla
13. No encontramos diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la presencia
de factores de riesgo infeccioso, la administracion de corticoides a la madre, la
presencia de factores de riesgo infeccioso en el momento del parto (madre portadora de
SGB, diagnostico de corioamnionitis, fiebre intraparto y rotura prolongada de
membranas mayor a 18 horas), asi como en la via de finalizacion del parto ni
administracion de antibioterapia intraparto.

Las caracteristicas neonatales de nuestros pacientes aparecen recogidas en la Tabla 14.
Los 33 recién nacidos que participaron en el estudio tenian una edad gestacional media
de 29,85 semanas de gestacion (EEM #0,47) y un peso medio fue de 1301,82 g (EEM
+59,10). No se han obtenido diferencias estadisticamente significativas en la
comparativa por grupos en las variables edad gestacional y datos antropométricos (peso,
longitud y perimetro cefalico al nacimiento). La puntuacion de test Apgar al minuto de
vida es significativamente menor en los nifios del grupo Calostro frente al del grupo
control (p=0,03). No obstante en la puntuacion final a los 5 min, asi como en el indice
de gravedad CRIB, no se han encontrado diferencias.

Estos analisis demuestran que nuestros grupos son grupos homogéneos al comienzo del
estudio.
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Tabla 13. Antecedentes prenatales de los participantes en el estudio

Calostro Control
N=17) (N=16)
Via de parto:
* Vaginal 7 5 0,81
* Cesarea 10 11
Corticoides prenatales
e Si 13 12 !
* No 4 4
Riesgo infeccion amniotica: Si/No:
* SGB materno
¢ Corioamnionitis /14 413 0.65
* Fiebre materna intraparto
* Rotura prematura de membranas
Antibioterapia intraparto
e Si 12 16 0,10
* No 3 0

Valor representado. numero total de pacientes

Tabla 14. Caracteristicas neonatales de

los recién nacidos participantes en el estudio.

Calostro Control
(N=17) (N=17)
. 29,82 29,88
Edad gestacional (SG) (0.71) (£0.44) 0,95
.. 1259,41 1346,87
Peso al nacimiento (g) (£87.07) (£80.72) 0,47
38,62 39,75
Longitud al nacimiento (cm) @ 0: 85) « Oz 84) 0,34
26,93 27,59
Perimetro cefalico nacimiento (cm) @ 0: 67) @ 02 56) 0,45
Sexo: M/F 11/6 11/5 1
Apgar 1 min 5,88 7,31 (£0,51) 0,03
Pg (£0,51) ) ) ,
] 7,94
Apgar 5 min (£0.26) 8,38 (0,25) 0,12
Puntuacion CRIB al i 2,63 1,94 (£0,50 0,84
untuacion al ingreso (£0.81) ;94 (+0,50) )

Valores medios (EEM)

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso.

71

Consecuencias Inmunologicas



Resultados

5.2 EVOLUCION DEL PESO DURANTE EL ESTUDIO

La grafica 1 muestra que la ganancia ponderal de los pacientes a lo largo del primer mes
de vida no ha mostrado diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control
y el grupo calostro: 1363,85 g (£98,12) vs 1257,86g (+£101,99) (p = 0,46) para M1;
1230,31g (£79,24) vs 1145,71g (£79,24) (p = 0,48) para M2; 1400,00g (£98,29) vs
1338,93g (£99,16) (p = 0,67) para M3; 1830,00g (x161,03) vs 1802,50g (+113,80) (p =
0,89) para M4.

Grafica 1. Evolucion del peso de los pacientes durante el estudio
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800 = = Calostro

Peso del recién nacido

M1 M2 M3 M4

Descripcion de la ganancia ponderal de los pacientes durante el estudio. M1: nacimiento; M2: 3° dia de
vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida. Valores representados: media

5.3 EVOLUCION Y TIPO DE NUTRICION ENTERAL RECIBIDA DURANTE EL
ESTUDIO

5.3.1 Volumen de nutricion enteral

En la grafica 2 se puede observar la evolucion del volumen de nutricion enteral de cada
grupo de pacientes durante el periodo de estudio. No se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los valores registrados en cada momento del
estudio: M2 50,56 ml/kg/dia (+7,34) vs 45,86 ml/kg/dia (£8,01) p = 0,637; M3 175,13
ml/kg/dia (£2,04) vs 135,5 ml/kg/dia (£18,56) p = 0,34; M4 174,64 ml/kg/dia (£2,05) vs
152,29 ml/kg/dia (£15,83) p=0,35.
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Grafica 2. Evolucion del volumen de nutricion enteral recibida durante el estudio.

200
180

160 /

140 / - -

120 /7

100 /7 7/ == = Control

80 / / == == Calostro

60 /
40

20

Volumen de nutricidon enteral (ml/kg/dia)
N\
N\

M2 M3 M4

Descripcion del volumen de nutricion enteral de los pacientes durante el estudio.; M2: 3° dia de vida,
M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida. Valores representados: media

5.3.2 Tiempo hasta alcanzar nutricion enteral completa

El tiempo requerido hasta alcanzar la nutricién enteral completa ha sido inferior en 1,5
dias en el grupo calostro (6,64 vs 8,10 dias de media), aunque esta diferencia no ha sido
estadisticamente significativa (p = 0,56).

5.3.3 Tipo de nutricion enteral recibida

Durante el periodo de intervencion, primeros quince dias de vida, dos pacientes no han
cumplido criterios para recibir nutricion enteral o han precisado interrumpir la nutricion
enteral trofica que se habia iniciado.

El grafico 3 muestra el tipo de nutricion enteral a las 72 horas de vida (M2). En este
momento del estudio el 93% de los pacientes reciben nutricion enteral con leche
humana. De estos, el 23,3% lo hacen exclusivamente con leche materna de su propia
madre y el 76,7% precisan la administracion de leche humana procedente del Banco de
Leche Humana del Hospital Virgen de las Nieves de Granada.
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Grafica 3. Tipo de nutricion enteral recibida por los pacientes del estudio en el tercer dia
de vida.
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Descripcion del tipo de alimento recibido por los pacientes del estudio a las 72 horas de vida. Valores
representados: porcentaje LM: leche materna. LD: leche humana donada procedente de Banco de Leche
Humana. FP: formula de prematuros

En el andlisis por grupos, no se han encontrado diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de nifios que recibian leche humana procedente de Banco
de Leche Humana entre el grupo calostro y el grupo control (p = 0,20).

El grafico 4 muestra el tipo de nutricion enteral a los 15 dias de vida (M3). El
porcentaje de pacientes que reciben leche humana se mantiene en el 87,90%. En este
momento del estudio dos pacientes se mantienen a dieta absoluta y dos reciben
alimentacion mediante formula de prematuros. El porcentaje de lactancia materna
exclusiva asciende al 63,3%, mientras que el 36,7% de los nifios precisan aun leche
humana donada procedente de Banco de Leche Humana.
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Grafica 4. Tipo de nutricion enteral recibida por los pacientes del estudio en el 15° dia
de vida.
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Descripcion del tipo de alimento recibido por los pacientes del estudio a los 15 dias de vida. Valores
representados: porcentaje LM: leche materna. LD: leche humana donada procedente de Banco de Leche
Humana. FP: formula de prematuros

Al mes de vida (M4), como se puede ver en el grafico 5 el 70% de los neonatos
reciben leche humana. El nimero de pacientes en el que en este momento se
administra leche humana procedente de Banco de Leche Humana se desciende una
tercera parte con respecto al momento anterior (21%). El aumento del consumo
de formula de prematuros, en el 302 dia de vida, se produce principalmente en el
grupo control. En el andlisis recepcion de leche humana frente a féormula de
prematuros se obtiene un resultado estadisticamente significativo p = 0,046
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Grafico 5. Tipo de nutricion enteral recibida por los pacientes del estudio en el 30° dia
de vida.
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Descripcion del tipo de alimento recibido por los pacientes del estudio a los 30 dias de vida. Valores
representados: porcentaje LM: leche materna. LD: leche humana donada procedente de Banco de Leche
Humana. FP: formula de prematuros

5.4 MORBILIDAD DURANTE EL TIEMPO DE ESTUDIO

La tabla 15 recoge las principales comorbilidades presentadas durante el tiempo de
estudio, sin tener en cuenta las infecciones asociadas a la asistencia sanitaria ni el
desarrollo de enterocolitis necrotizante, ya que estas dos ultimos se analizaran
detalladamente dentro del punto 12 de este capitulo de resultados.

El 24% de los pacientes han precisado ventilacion mecéanica durante el primer mes de
vida, tres del grupo calostro y cinco del grupo control. No obstante el nimero de
pacientes que han recibido ventilacion no invasiva, en su mayoria modalidad CPAP
nasal, alcanza el 85%. No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas
en entre grupos con respecto a la necesidad y tipo de soporte respiratorio.
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A nivel neuroldgico, el 48,5% de los pacientes de nuestro estudio presentan un hallazgo
patoldgico en la ecografia cerebral del 1° mes de vida. En el analisis por grupos, se ha
visto que el porcentaje es mayor dentro del grupo calostro, aunque no se ha demostrado
una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,12). Las lesiones predominantes, en
ambos grupos, son lesiones de sustancia blanca (leucomalacia periventricular grado I) y
hemorragia intraventricular grado I-II.

La valoracion oftalmoldgica al mes de vida ha evidenciado el desarrollo de retinopatia
de la prematuridad en el 15% de los pacientes del estudio. No se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Tabla 15. Descripcion de las principales comorbilidades registradas durante el estudio.

Calostro Control

(N=17) (N=16)

Ventilacion mecanica 0,44
e Si 3 5
* No 14 11
Ventilacion no invasiva 0,66
e Si 15 13
* No 2 3
Alteracion en ecografia cerebral 1° mes de vida 0.12
S 11 5
© No 6 11
Tipo de lesion en ecografia cerebral 1
* Lesion sustancia blanca 3 2
e HIVI-II 7 3
e HIV II-IV 1 0
* Mixta 0 0
Retinopatia de la prematuridad 1° mes de vida 3 2 1

Valor representado: numero de pacientes
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5.5 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE INMUNOGLOBULINAS EN
SUERO

5.5.1 Inmunoglobulina A

La evoluciéon de los niveles de inmunoglobulina A en suero a lo largo del tiempo de
estudio se muestran en la grafica 6 y los datos de IgA para cada momento y grupo se
resumen en la tabla 16.

En el momento basal del estudio (M1), no se encuentran diferencias en la concentracion
sérica de IgA entre ambos grupos.

Durante el tiempo de estudio se produce un incremento estadisticamente significativo de
los niveles medios de IgA sérica, tanto en el grupo calostro como en el grupo control.
Segtn el modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas repetidas), existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores de IgA en el tiempo (p<0.001)
en el grupo de pacientes estudiados.

En la comparativa entre grupos durante la intervencion, encontramos niveles mas altos
de IgA en el suero del grupo calostro que en el control, aunque no se han podido
demostrar diferencias estadisticamente significativas. Al finalizar la intervencion (M3),
si existe una tendencia a la significacioén en la comparacion.

No obstante, al mes de vida, aunque se produce un aumento en los dos grupos, la
concentracion media de IgA en el grupo de nifios que han recibido calostro orofaringeo
durante los primeros quince dias de vida es significativamente mayor (p = 0,026).
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Tabla 16. Valores de IgA sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 M3 M4
IgA pg/ml
Calostro 15,96 (+1,84) 20,08 (£2,98) 23,59 (+1,57) 30,34 (£2,65)
Control 12,72 (£1,56) 16,95 (£2,10) 19,45 (+1,50) 22,64 (£1,89)
p 0,18 0,31 0,09 0,026

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (EEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 6. Evolucion de los niveles séricos de IgA durante el estudio. Comparativa entre
grupos.
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5.5.2 Inmunoglobulina M

La evolucién de los niveles de inmunoglobulina M en suero a lo largo del tiempo de
estudio se muestran en la grafica 7 y los datos de IgM para cada momento y grupo se
resumen en la tabla 17.

En el momento basal del estudio (M1), no se encuentran diferencias en la concentracion
sérica de IgM entre ambos grupos.

En los pacientes de nuestro estudio se observa un un incremento progresivo en los
niveles séricos medios de IgM durante el primer mes de vida. Segun el modelo lineal de
medias repetidas, este aumento es estadisticamente significativo (p<0.001)

En la comparativa entre grupos, podemos comprobar que no existen diferencias
estadisticamente significativas en los niveles medios de IgM entre el grupo control y el
grupo calostro durante el periodo de intervencién ni tras finalizar el periodo de
seguimiento al mes de vida.

Tabla 17. Valores de IgM sérica registrados durante el estudio.

M1 M2 M3 M4
IgM pg/ml
Calostro 38,67 (+8,84) 44,59 (£8,19) 68,99 (£10,88) 95,23 (£10,53)
Control 38,56 (+6,65) 50,18 (£8,82) 68,72 (x12,91) 76,36 (£8,39)
)% 0,96 0,57 0,80 0,23

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida;, M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05
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Grafica 7. Evolucion de los niveles séricos de IgM durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de Inmunoglobulina M en sangre en los
diferentes momentos del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.
M1 : nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.

T-Student (calostro/control): no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas

T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a, b, ¢, d;
Grupo control: A, B, C, D): aumento significativo en M3 y M4 para el grupo calostro. En grupo control,
solo variacion significativa en M4
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5.6 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE LACTOFERRINA EN SUERO

La evolucion de los niveles de lactoferrina en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 8 y los datos de lactoferrina para cada momento y grupo se
resumen en la tabla 18.

En el momento basal del estudio (M1), no se encuentran diferencias en la concentracion
sérica de lactoferrina entre ambos grupos. Segun el analisis del modelo lineal de medias
repetidas MLG (Anova de medidas repetidas) existen diferencias estadisticamente
significativas en los valores de lactoferrina en el tiempo (p<0.001), aunque no entre
grupos.

Durante los primeros quince dias de vida, se produce un incremento significativo de los
niveles séricos de lactoferrina tanto el grupo control como en el grupo calostro: M1 vs
M3 p=0,01; M1 vs M3 p <0,01.

Sin embargo, a partir de la tercera semana de vida, se observa una disminucion de los
niveles de lactoferrina, siendo la diferencia entre la medicion del 15° dia y la del mes
estadisticamente significativa en el grupo control (p < 0,01). En el grupo calostro se
produce también este descenso, éste no llega a ser estadisticamente significativo (p =
0,07).

En cuanto a la comparacion de los niveles medios para cada una de las fases del estudio,
no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
durante la intervencion (M2) ni al finalizar ésta (M3). La diferencia entre grupo control
y calostro al mes de vida, si es significativa, obteniéndose niveles séricos de lactoferrina
mayores en aquellos pacientes que recibieron calostro durante los primeros quince dias
de vida.
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Tabla 18. Valores de lactoferrina sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 M3 M4
Lactoferrina (ng/ml)
Calostro 784,58 1016,59 1406,33 991,13
(£142,66) (+218,49) (+£201,99) (£154,26)
Control 795,33 1055,38 1306,39 682,02
(+121,57) (£276,11) (£154,25) (£173,65)
p 0,74 1 0,63 0,014

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 8. Evoluciéon de los niveles séricos de lactoferrina durante el estudio.
Comparativa entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de lactoferrina en sangre en los diferentes
momentos del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.
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T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo control: A,B,C,D): diferencias estadisticamente significativas entre M1y M3 en cada grupo.
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5.7 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE RESISTINA EN SUERO

La evolucion de los niveles de resistina en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 9 y los datos de resistina para cada momento y grupo se resumen
en la tabla 19.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de resistina entre el grupo calostro y el grupo control. Segun el analisis
del modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas repetidas) existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores de resistina en el tiempo
(p<0.001), aunque no entre grupos.

Al tercer dia (M3) la concentraciéon media de resistina aumenta en ambos grupos,
estableciéndose una diferencia estadisticamente significativa en el grupo calostro M1 vs
M2 p < 0,01. En el grupo control, aunque los niveles son también superiores al tercer
dia con respecto al nacimiento, tan s6lo se ha podido demostrar una tendencia a la
significacion en esta diferencia: M1 vs M2 p = 0,06.

Tras completar la intervencion (M3), se comprueba un descenso en los niveles de
resistina en el grupo de pacientes control, hasta situarse en un rango similar al
nacimiento. Este descenso no llega a ser significativo, pero si muestra una importante
tendencia a la significacion (M2 vs M3 p= 0,00).

Por otro lado, en el grupo calostro, el aumento registrado el tercer dia, se mantiene al
finalizar la intervencién. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
estos dos momentos de estudio (M2 vs M3 p = 0,51) en este grupo.

Al mes de vida se objetiva un descenso en los niveles de resistina en los dos grupos. En
el grupo calostro la disminucion es mayor, estableciéndose una diferencia
estadisticamente significativa (M3 vs M4 p = 0,02). De igual forma, en el grupo control
se mantiene la tendencia y se obtienen valores inferiores que a los 15 dias, pero sin
encontrarse una diferencia estadisticamente significativa en este caso (M3 vs M4 p =
0,07).
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En la comparativa entre grupos, a pesar de mostrar un patron diferente en su evolucion a
lo largo de la intervencion, no se han podido demostrar diferencias estadisticamente
significativas entre los valores medios obtenidos en cada fase del estudio.

Tabla 19. Valores de resistina sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 WY K] M4
Resisitina (ng/ml)
Calostro 20,0 (£2,3) 26,1 (£1,7) 25,3 (£2,4) 17,9 (£2,3)
Control 19,7 (1,7) 24,9 (£2,9) 20,0 (£2,1) 15,9 (2,1
p 0,84 0,90 017 0,71

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05
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Grafica 9. Evolucién de los niveles séricos de resistina durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de resistina en sangre en los diferentes
momentos del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1 : nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30°dia de vida.

T-Student (caso/control): no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas

T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo control: A,B,C,D): aumento estadisticamente significativo en M2 con respecto a M1 y M4 en los
dos grupos.
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5.8. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE INTERLEUQUINAS EN SUERO

5.8.1 Interleuquina 1-Ra

La evolucion de los niveles de IL-1Ra en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 10 y los datos de IL-1Ra para cada momento y grupo se resumen
en la tabla 20.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de IL-1Ra entre el grupo calostro y el grupo control. Segtin el analisis
del modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas repetidas) existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores de IL-1Ra en el tiempo
(p<0.001) aunque no entre grupos. En ambos grupos se produce una disminucién de los
niveles de IL-1 durante el primer mes de vida.

En el grupo calostro, los niveles de IL-1Ra descienden durante el periodo de
intervencion, obteniéndose concentraciones significativamente menores al finalizar la
administracion del calostro orofaringeo con respecto al comienzo del estudio (M1 vs
M3 p =0,04). Al mes de vida, se mantiene esta tendencia y los niveles de IL-1Ra sérica
continuan bajando (M3 vs M4 p = 0,05).

En el grupo control, los niveles de IL-1Ra descienden durante el periodo de estudio,
aunque las diferencias no llegan a ser estadisticamente significativas hasta el mes de
vida (M1 vs M4 p =0,01; M1 vs M3 p=0,07)

Durante el periodo de intervencion los niveles de IL-1Ra han sido superiores en el
grupo calostro con respecto al grupo control, aunque no se han podido demostrar
diferencias estadisticamente significativas. Cabe destacar que en el tercer dia de vida, la
superioridad es mas llamativa, con una tendencia a la significacion en el analisis
estadistico (233,6 pg/ml vs 170,4 pg/ml; p = 0,08).

Al mes de vida, los niveles de IL-1Ra obtenidos en ambos grupos son similares y no se
ha encontrado una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y el
grupo calostro.
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Tabla 20. Valores de IL-1Ra sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 M3 M4
IL-1Ra pg/ml
Calostro 226,0 (£25,0) 233,6 (£30,7) 156,5 (+24,3)  107,6 (x13)
Control 204,1 (+28.3) 1704 (£31,6) 1253 (+21,0) 114,6 (£9.,3)
p 0,46 0,08 0,49 0,42

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 10. Evolucion de los niveles séricos de IL-1Ra durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de IL-1Ra en sangre en los diferentes momentos
del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.

T-Student (calostro/control): No Diferencias estadisticamente significativas entre grupo calostro y grupo
control

T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo control: A,B,C,D): en grupo calostro descenso estadisticamente significativo entre M1 y M3.
Descenso progresivo en grupo control, solo significativo al mes de vida.
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5.8.2 Interleuquina 6

La evolucion de los niveles de IL-6 en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 11 y los datos de IL-6 para cada momento y grupo se resumen en
la tabla 21.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de IL-6 entre el grupo calostro y el grupo control.

Segtn el andlisis del modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas
repetidas) existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de IL-6 en el
tiempo (p<0.001) aunque no entre grupos, de forma que sus valores disminuyen desde
el nacimiento (M1) hasta los quince dias de vida (M3).

En el tercer dia del estudio (M2) se produce un descenso en los niveles séricos de 1L-6
en ambos grupos, discretamente mayor en el grupo calostro, con una diferencia
estadisticamente significativa, como se muestra en la grafica... (M1 vs M2 p = 0,003
para el grupo calostro y p = 0,02 para el grupo control). Este comportamiento se
mantiene a los 15 dias de vida, de forma que la concentracion IL-6 en el grupo calostro
es un 78% inferior al valor obtenido al nacimiento (M1 vs M3 p < 0,001). En el grupo
control los niveles se reducen con respecto al nacimiento en un 63,5% (M1 vs M3 p =
0,004).

Al mes de vida los niveles de IL-6 en el grupo control se mantienen constantes (M3 vs
M4 p= 0,572), mientras que en el grupo calostro tienden a seguir descendiendo, aunque
no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (M3 vs M4 p = 0,10).

Si nos centramos en las diferencias entre cada grupo en los distintos momentos del
estudio, podemos comprobar que, a pesar de obtenerse niveles de IL-6 mayores en el
grupo control que en el grupo calostro durante la intervencion, no se han podido
demostrar unas diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, al mes de vida,
la concentracion de IL-6 si es significativamente inferior en el grupo calostro (p = 0,01).
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Tabla 21. Valores de IL-6 sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 WY K] M4
IL-6 pg/ml
Calostro 33,3 (#3.,7) 19,0 (£2,7) 7,3 (x1,1) 5,5 (x1,0)
Control 34,0 (+4,5) 242 (+4,7) 12,4 (£3,5) 12,1 (£2,2)
p 0,97 0,63 0,56 0,01

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 11. Evolucion de los niveles séricos de IL-6 durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de IL-6 en sangre en los diferentes momentos
del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.

T-Student (calostro/control): * Diferencias estadisticamente significativas entre grupo calostro y grupo
control.

(@)
(@)

Niveles medios IL-6 en suero (pg/ml)

T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo control: A,B,C,D):en ambos grupos se produce un descenso estadisticamente significativo durante
los primeros 15 dias de vida.
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5.8.3 Interleuquina 8

La evolucion de los niveles de IL-8 en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 12 y los datos de IL-8 para cada momento y grupo se resumen en
la tabla 22.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de IL-8 entre el grupo calostro y el grupo control.

A diferencia de las interleuquinas analizadas hasta ahora, la IL-8 no muestra un claro
patron de descenso en los dos grupos durante el estudio. Segiin el modelo de modelo
lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas repetidas), no existen diferencias
estadisticamente significativas en los valores de IL8 en el tiempo (p=0.144) en nuestro
grupo de pacientes.

En el grupo control, la concentracion de IL-8 desciende de forma estadisticamente
significativa al tercer dia de vida (M1 vs M2 p = 0,04) a diferencia del grupo calostro,
en el que se mantiene constante (M2 vs M2 p = 0,55). Al finalizar la intervencién, 15
dias (M3), los niveles de IL-8 se elevan nuevamente en el grupo control y comienzan a
descender en el grupo calostro, sin diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los valores obtenidos en el momento basal (M1 vs M3 p = 0,29 para el grupo
calostro y M1 vs M3 p = 0,47 en el grupo control).

Al mes de vida (M4), aunque los niveles de IL-8 descienden en ambos grupos con
respecto a las determinaciones previas del estudio, solo se ha encontrado una reduccion
estadisticamente significativa en el grupo calostro (M1 vs M4 p = 0,03) del 39%. En el
grupo control la disminucion es menos acusada, 20%, y no ha demostrado ser
estadisticamente significativa (M1 vs M4 p =0,15).

En la comparativa entre grupos, durante el periodo de intervencién no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes que han
recibido el calostro y los del grupo control. No obstante, a los 15 dias del fin de la
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intervencion (M4), si se observa que los niveles séricos de IL-8 son significativamente
mas bajos en el grupo calostro que en el grupo control (p =0,017)

Tabla 22. Valores de IL-8 sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 M3 M4
IL-8 pg/ml
Calostro 96,1 (£10,8) 96,4 (£15,0) 789 (£16,8) 58,7 (+12.,2)
Control 107,7 (+13,7) 81,4 (x17.2) 98,9 (£17,6) 85,9 (x10,8)
p 0,33 0,42 0,44 0,02

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 12. Evolucion de los niveles séricos de IL-8 durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de IL-8 en sangre en los diferentes momentos
del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.

T-Student (calostro/control) *Diferencia estadisticamente significativa p < 0,05 entre grupo calostro y
grupo control

Niveles medios de IL 8 en suero (pg/ml)

T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo control: A,B,C,D): Descenso estadisticamente significativo de los niveles IL-8 al mes de vida en el
grupo calostro, no en el grupo de control.
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5.8.4 Interleuquina 10

La evolucion de los niveles de IL-10 en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 13 y los datos de IL-10 para cada momento y grupo se resumen
en la tabla 23.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de IL-10 entre el grupo calostro y el grupo control. En nuestros
pacientes, se produce una disminucién de los niveles séricos de IL-10 durante el periodo
de estudio. Segun el modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas
repetidas), existen diferencias estadisticamente significativas en los valores de IL10 en
el tiempo (p<0.001).

La concentracion de IL-10 desciende practicamente un 50 % a las 72 horas de vida
(M2) en ambos grupos. Esta diferencia es estadisticamente significativa tanto en el
grupo calostro (M1 vs M2 p = 0,002) como en el grupo control (M1 vs M2 p = 0,004).
A partir de este momento, durante el resto del tiempo de estudio no se producen
variaciones significativas en los niveles de IL-10 dentro de cada uno de los grupos: M2
vs M3 p=0,98 y M2 vs M4 p = 0,80 en el grupo calostro; M2 vs M3 p = 0,68 y M2 vs
M4 p= 0,38 en el grupo control.

En el andlisis para cada uno de los momentos del estudio, no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre los niveles medios de IL-10 del grupo
calostro y el grupo control.
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Tabla 23. Valores de IL-10 sérica registrados durante el estudio.

| M1 M2 M3 M4
IL-10 pg/ml
Calostro 28,0 (£3,2) 14,8 (£2,8) 13,5 (£1,5) 14,3 (£1,7)
Control 25,3 (£2,1) 14,8 (£2,8) 13,8 (£2,7) 11,9 (£2,3)
p 0,63 0,87 0,58 0,21

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 13. Evolucion de los niveles séricos de IL-10 durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de IL-10 en sangre en los diferentes momentos
del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.

T-Student (calostro/control): No Diferencias estadisticamente significativas entre grupo calostro y grupo
control

vl

Niveles medios de IL 10 en suero (pg/ml)

T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo control: A,B,C,D): Descenso estadisticamente significativo de los niveles IL-10 tras el nacimiento
en ambos grupos. A partir del 3° dia de vida la concentracion de IL-10 se mantiene tanto en el grupo de
intervencion como en el control.
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59 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE FACTOR DE NECROSIS
TUMORAL ALFA (TNF- a)

La evolucion de los niveles de TNF-a en suero a lo largo del tiempo de estudio se
muestran en la grafica 14 y los datos de TNF-a para cada momento y grupo se resumen
en la tabla 24.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de TNF-a entre el grupo calostro y el grupo control. Segtin los resultados
del modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas repetidas) existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores de TNF-a en el tiempo (p =
0.014), aunque estas diferencias, como refleja la grafica 14 se producen principalmente
en el grupo control.

Los niveles de TNF-o se mantienen constantes durante el primer mes de vida con
respecto al nacimiento en el grupo de pacientes que reciben calostro durante los
primeros quince dias de vida. No se han podido demostrar diferencias estadisticamente
significativas en el andlisis estadistico realizado.

No obstante, en el grupo control, se aprecia un aumento en los niveles de TNF-a al
tercer dia (M2) y en la segunda semana de vida (M3) con respecto al nacimiento. Esta
diferencia no alcanza significacion estadistica, aunque si una tendencia, en el tercer dia
(M1 vs M3 p = 0,07). Sin embargo a los quince dias de vida, los niveles de TNF-a si
son significativamente mayores que al nacimiento (M1 vs M3 p = 0,002). En el
momento final del estudio (M4), las concentraciones de TNF-a obtenidas en el suero de
los pacientes del grupo control descienden con respecto a la determinacidon previa (M3
vs M4 p = 0,02) y alcanzan niveles similares al nacimiento (M1 vs M4 p = 0,57)

En la comparativa entre grupos para cada momento del estudio, se puede observar que
los niveles de TNF-a en suero son inferiores durante el periodo de intervencion en el
grupo calostro, con respecto al grupo control. Esta diferencia se ha demostrado
estadisticamente significativa so6lo en el tercer dia de vida (p = 0,03). Al concluir el
tiempo de seguimiento del estudio, no se encuentran diferencias significativas entre
ambos grupos.

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 101
Consecuencias Inmunolégicas



Resultados

Tabla 24. Valores de TNF-a sérico registrados durante el estudio.

| M1 M2 M3 M4
TNF-a pg/ml
Calostro 50,1 (+4.8) 52,2 (+4.5) 57,2 (+6,1) 51,1 (£5.,9)
Control 51,4 (+4,3) 65,7 (£3.,2) 69,7 (+4.9) 54,6 (+4.2)
p 0,71 0,03 0,18 0,42

M1 : nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30°dia de vida.
Valores representados: media (tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05

Grafica 14. Evolucion de los niveles séricos de TNF-a durante el estudio. Comparativa
entre grupos
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de TNF-a en sangre en los diferentes momentos
del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.
M1 : nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30°dia de vida.
T-Student (Calostro/Control): * Diferencias estadisticamente significativas entre grupo calostro y grupo
control. Niveles mayores de TNF- a.en M2 en el grupo control.
T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo
indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo Control : A,B,C,D):

*  Calostro: no diferencias estadisticamente significativas durante el periodo de estudio.

e Control: incremento estadisticamente significativo en M3
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5.10 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE INTERFERON-GANMA (INF- y )
EN SUERO.

La evolucion de los niveles de INF-y en suero a lo largo del tiempo de estudio se

muestran en la grafica 15 y los datos de INF-y para cada momento y grupo se resumen
en la tabla 25.

En el momento basal del estudio (M1) no se encuentran diferencias significativas en los
niveles séricos de INF-y entre el grupo calostro y el grupo control. Segun el analisis del
modelo lineal de medias repetidas MLG (Anova de medidas repetidas) no existen
diferencias estadisticamente significativas en los valores de INF-y en el tiempo (p =
0.324) en nuestro grupo de pacientes.

Como se puede observar en la grafica 15, los valores de INF-y aumentan discretamente
durante los primeros quince dias de vida en ambos grupos. No obstante, no se han
podido demostrar diferencias estadisticamente significativas entre el nacimiento y el fin
de la intervencion en cada uno de los grupos: M1 vs M3 p = 0,67 en el grupo calostro y
M1 vs M3 p =0,12 en el grupo control.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
INF-y en cada fase del estudio entre el grupo calostro y el grupo control.

Tabla 25. Valores de INF- y sérico registrados durante el estudio.

M1 M2 M3 M4
INF-y pg/ml
Calostro 8,9 (£1,0) 11,0 (£1,9) 11,9 (£2,0) 10,8 (£1,7)
Control 10,1 (£1,7) 13,2 (£1,9) 15,3 (£2,4) 10,7 (£1,5)
)% 0,58 0,49 0,34 0,99

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida;, M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
T-Student: nivel significacion p<0,05
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Grafica 15. Evolucion de los niveles séricos de INF- y durante el estudio. Comparativa
entre grupos.
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Comparativa entre grupos de los valores medios de nivel de INF-y en sangre en los diferentes momentos
del estudio. Cada barra de error representa el error tipico de la media calculado.

M1 : nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.

T-Student (calostro/control). no diferencias estadisticamente significativas.
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T-Student (muestras relacionadas en cada grupo) la aparicion de letras no coincidentes en cada grupo

indica la existencia de diferencias estadisticamente significativa (p <0,05) (Grupo calostro: a,b,c,d;
Grupo Control : A,B,C,D).
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En la tabla 26 quedan reflejados los valores de los mediadores analizados durante el

estudio:

Tabla 26. Valores séricos de los inmunomarcadores analizados durante el estudio.

IgA pg/ml

M1

M2

M3

M4

Calostro

15,96 (£1,84)

20,08 (+2,98)

23,59 (£1,57)

30,34 (£2,65)

Control

12,72 (£1,56)

16,95 (£2,10)

19,45 (£1,50)

22,64 (£1,89)

IgM pg/ml

Calostro

38,67 (£8,84)

44,59 (£8,19)

68,99 (£10,88)

95,23 (£10,53)

Control

38,56 (£6,65)

50,18 (8,82)

68,72 (£12,91)

76,36 (£8,39)

Lactoferrina (ng/ml)

Calostro 784,58 1016,59 1406,33 991,13
(£142,66) (£218,49) (£201,99) (£154,26)

Control 795,33 1055,38 1306,39 682,02
(x121,57) (£276,11) (£154,25) (x173,65)

Resisitina (ng/ml)

Calostro 20,0 (£2,3) 26,1 (£1,7) 25,3 (+2,4) 17,9 (£2.3)

Control 19,7 (£1,7) 24,9 (£2,9) 20,0 (£2,1) 15,9 (£2,1)

IL-1 (pg/ml)

Calostro 226,0 (£25,0) 233,6 (£30,7) 156,5 (+24,3) 107,6 (£13)

Control 204,1 (£28,3) 1704 (£31,6) 125,3 (+21,0) 114,6 (£9,3)

IL-6 (pg/ml)

Calostro 33,3 (£3.,7) 19,0 (£2,7) 7,3 (£1,1) 5,5 (£1,0)

Control 34,0 (#4,5) 24,2 (+4,7) 12,4 (£3.5) 12,1 (£2,2)

IL-8 (pg/ml)

Calostro 96,1 (+10,8) 96,4 (+15,0) 78,9 (+16,8) 58,7 (£12,2)

Control 107,7 (£13,7) 81,4 (£17,2) 98,9 (+17,6) 85,9 (+10,8)

IL-10 (pg/ml)

Calostro 28,0 (£3,2) 14,8 (£2,8) 13,5 (£1,5) 14,3 (=1,7)

Control 253 (£2,1) 14,8 (£2,8) 13,8 (£2,7) 11,9 (£2.3)

TNF-a (pg/ml)

Calostro 50,1 (+4,8) 52,2 (+4.,5) 57,2 (£6,1) 51,1 (£5,9)

Control 51,4 (+4,3) 65,7 (£3,2) 69,7 (+4.,9) 54,6 (+4,2)

INF-y (pg/ml)

Calostro 8,9 (+1,0) 11,0 (=1,9) 11,9 (£2,0) 10,8 (£1,7)

Control 10,1 (£1,7) 13,2 (£1,9) 15,3 (£2.,4) 10,7 (£1,5)

M1 : nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
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5.11 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE INMUNOMARCADORES
EN CALOSTRO

En la Tabla 27 se muestran los valores medios de los inmunomarcadores analizados en
el calostro de las madres de los nifios del grupo calostro, obtenido en las primeras 72
horas postparto.

Tabla 27. Valores de inmunomarcadores en calostro recogido en las primeras 72 horas
postparto.

Inmunoglobulina A (g/dl) 7,10 (£1,28)
Inmunoglobulina M (pg/ml) 625,17 (£11,16)
Lactoferrina (ng/ml) 7017,70 (£968,48)
Resistina (ng/ml) 57,00 (£9,95)
IL-1 (pg/ml) 232,08 (+38,59)
IL-6 (pg/ml) 59,98 (+8,75)
IL-8 (pg/ml) 767,24 (£114,43)
IL-10 (pg/ml) 7,35 (£1,60)
TNF-a (pg/ml) 40,78 (+4,97)
INF-y (pg/ml) 8,96 (+1,47)

Valores representados: media (+tEEM)
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5.12 VALORACION DE LA REPERCUSION CLINICA DE LA ADMINISTRACION
DE CALOSTRO OROFARINGEO.

5.12.1 Enterocolitis necrosante

La tabla 28 recoge la incidencia de enterocolitis necrosante entre los pacientes de
nuestro estudio. Durante el periodo de estudio, en nuestra muestra, se producen 2 casos
de enterocolitis necrosange grado > Il B. La incidencia, por tanto, es del 6,06% durante
este periodo. Este valor se encuentra dentro de los datos a nivel nacional (incidencia
6,9% en menores de 1500g segun los datos de la red SEN 1500).

El primer caso tiene lugar en un sujeto del grupo calostro. Presenta cuadro de NEC con
perforacion intestinal al 10° dia de vida. Esta paciente, prematura de 25 semanas de
gestacion, preciso en su tratamiento reseccion intestinal e ileostomia.

El segundo caso de enterocolitis necrosante tuvo lugar, de igual forma, en una recién
nacida prematura extrema de 23 semanas de gestacion, perteneciente al grupo calostro.
El cuadro se desarrollé en la tercera semana de vida, en el contexto de cuadro séptico
por bacilo gram-negativo. Esta paciente también presentd enterocolitis necrosante grado
[I-b.

Debido a la baja incidencia de en cada fase del estudio, en M3 1/33 (3,03%) y M4 2/33
(6,06%) s6lo se ha analizado la relacion entre los inmunomarcadores analizados en este
estudio y el desarrollo de enterocolitis en M4 (30° dia de vida).

Tabla 28. Incidencia de enterocolitis necrosante durante el estudio.

Calostro Control
(N=17) (N=16)

NEC en 15° dia de vida 1 0 1
NEC en 30° dia de vida 2 0 0,49
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5.12.1.1 Valoracion de la relacion de los inmunomarcadores con la enterocolitis
necrosante

En las tablas 29 y 30 se muestran los datos de valores medios de las principales
citoquinas e inmunoglobulinas analizadas en nuestros pacientes a los 30 dias (M4) en
relacion al diagnoéstico de enterocolitis necrosante. En el analisis estadistico realizado, a
pesar del reducido nimero de casos de enterocolitis, se ha encontrado que los niveles
de TNF- a en el suero de los pacientes con diagnostico de enterocolitis necorosante >
IIb, son significativamente mayores que en el resto de pacientes estudiados (p = 0,017).
A su vez, como se puede observar en la figura 14 los niveles de resistina e
Inmunoglobulina A también son mas altos en los pacientes con enterocolitis, aunque no
se ha podido demostrar que exista una diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 29. Valores séricos de citoquinas registrados al mes de vida en los pacientes que
desarrollaron enterocolitis necrosante y en los que no presentaron enterocolitis
necrosante.

IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a  INF-y
NEC M4
S 91,45 10,85 56,60 18,35 95,15 6,60
(£3525)  (£3,45) (£7,60)  (£8,95)  (£15,85)  (43,10)
No 111,35 7,92 71,45 12,87 49,11 10,98
(+8,83) (£1,39)  (£9,49)  (£1,45)  (#3.25)  (£1.23)
p 0,52 0,24 0,90 0,39 0,017 0,43

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
Mann-Whitney: nivel significacion p<0,05

Tabla 30. Valores séricos de inmunoglobulinas, resistina y lactoferrina registrados al
mes de vida en los pacientes que desarrollaron enterocolitis necrosante y en los que no
presentaron enterocolitis necrosante.

Resistina  Lactoferrina IgA IgM
NEC M4
Si 24,95 741,10 37,14 121,80
(£5,45) (+£202,2) (+4,77) (£1,18)
No 16,21 806,26 25,46 85,34
(£1,66) (x127,67) (£1,85) (£7,88)
P 0,18 0,67 0,11 0,43

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
Mann-Whitney: nivel significacion p<0,05
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Figura 13. Comparativa de los niveles séricos de citoquinas en relacion con diagnostico
de enterocolitis necrosante a los 30 dias de vida.
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Figura 14. Comparativa de los niveles séricos de resistina, lactoferrina,
Inmunoglobulinas e Interferon-y en relacion con enterocolitis necrosante a los 30 dias
de vida.
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5.12.2 Infeccion nosocomial (IAAS)

Durante el tiempo de estudio se registran 7 episodios de infeccidon nosocomial o
infeccion asociada a la asistencia sanitaria en nuestra poblacion (incidencia 21,21%). En
las tablas 31 y 32 queda reflejada la distribucion de los episodios en cada grupo a los 15
y a los 30 dias de vida.

A los 15 dias de vida (M3), se registran 4 casos de IAAS en el grupo calostro y 1 caso
en el grupo control. Segin aparece en la Tabla 30 no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas en la incidencia de IAAS entre ambos grupos. En el
grupo calostro, las cuatro IAAS se comportan como sepsis nosocomial con hemocultivo
positivo (75% por Bacilos Gram-negativo, dos E.coli y uno Citrobacter Koseri; 25% S
epidermidis). Dentro del grupo control se registra un episodio de sepsis nosocomial con
hemocultivo positivo por S epidermidis.

Tabla 31. Incidencia de infeccidn nosocomial a los 15 dias de vida

Infeccion asociada a asistencia sanitaria 4 1 0,17
Sepsis nosocomial Hemocultivo + 4 1 0,17
Sepsis Bacilo gram-negativo 3 0 0,23
ITU 0 0

A los 30 dias de vida (M4), como se puede observar en la Tabla 32 hay tres pacientes
con diagnoéstico de IAAS. De ellos, so6lo se registra un casos de sepsis con hemocultivo
positivo (infeccidon por S epidermidis en paciente portadora de catéter venoso central
por precisar nutricion parenteral prolongada). Los casos restantes fueron una infeccion
del tracto urinario (hemocultivo negativo) y una meningitis en evolucion, que habia
debutado a los 15 dias de vida (infeccion por Citrobacter Koseri, con hemocultivo
negativo en este momento).
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Tabla 32. Incidencia de infeccidon nosocomial a los 30 dias de vida.

30 dias (M4) Calostro Control

(N=17) (N=16)
Infeccion asociada a asistencia sanitaria 3 0 0,23
Sepsis nosocomial Hemocultivo + 1 0 1
Sepsis Bacilo gram-negativo 0 0
ITU 1 0 1

5.12.2.1 Valoracion de la relacion de los inmunomarcadores con las infecciones
nosocomiales.

En las tablas 33 y 34 se muestran los datos de valores medios de las principales
citoquinas e inmunoglobulinas analizadas en nuestros pacientes a los 15 dias (M3) en
relacion al diagndstico de IAAS, y sepsis por bacilos gram-negativos. La variable sepsis
nosocomial con hemocultivo positivo, en este momento del estudio, coincide con IAAS,
por lo que no aparecen los datos reflejados en estas tablas.

Tabla 33. Valores séricos de citoquinas registrados en el 15° de vida en los pacientes
diagnosticados de TASS y sepsis por bacilo gram-negativo y en los que no presentaron
IAAS.

IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-o. INF-y
TAAS
Si 162,00 7,42 70,12 16,34 68,92 16,58
(£58,63) (£0,64) (+13,46) (#£2,01)  (£11,69)  (£5,98)
No 137,70 10,17 91,85 13,14 62,25 12,85
(+16,36) (£2,12) (+14,03) (£1,69) (#4,31) (£1,51)
P 0,94 0,54 0,94 0,08 0,54 0,81
Sepsis Bacilo gram-negativo
Si 221,73 7,43 59,20 18,80 67,60 7,30
(+83,38) (£0,86) (+10,15) (#1,97)  (£19,53)  (£2,53)
No 133,35 9,99 91,43 13,10 62,83 14,11
(£15,55) (£1,98) (+13,17) (£1,58) (+4,09) (£1,66)
P 0,32 0,57 0,93 0,045 0,66 0,16

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15° dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
Mann-Whitney: nivel significacion p<0,05
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Tabla 34. Valores séricos de resistina, lactoferrina e inmunoglobulinas registrados en el
15° de vida en los pacientes diagnosticados de IASS y sepsis por bacilo gram-negativo y
en los que no presentaron IAAS.

Resistina  Lactoferrina IgA IgM
TAAS
Si 27,38 1817,90 25,71 45,20
(£3,59) (£129,51) (£6,63) (£5,52)
No 21,87 1242,41 20,88 74,30
(£1,57) (£129,51) (£0,98) (£9,38)
P 0,17 0,13 0,29 0,24
Sepsis Bacilo gram-negativo
Si 29,27 1410 30,41 50,55
(x6,11) (£198,25) (£7,12) (£2,35)
No 22,05 1321,56 20,73 71,46
(£1,49) (£134,82) (£1,15) (£9,14)
P 0,19 0,79 0,17 0,70

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida, M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
Mann-Whitney: nivel significacion p<0,05

En los pacientes que presentan a los 15 dias de vida una IAAS, la concentracion de
resisitina, lactoferrina son superiores a los valores medidos en el resto de pacientes,
aunque no se ha podido demostrar una diferencia estadisticamente significativa (p =
0,17; p=0,13). A su vez, los valores de IL-10 igualmente son superiores en este grupo
de pacientes, con una tendencia a significacion a tener en cuenta dado el reducido
numero de casos (p = 0,08).

En el grupo de pacientes con sepsis nosocomial causada por Bacilos gram-negativos, los
niveles de IL-10 si son significativamente superiores que los obtenidos en el resto de
pacientes. Aunque las concentraciones de IgA y resistina parecen ser también mayores
en estos neonatos, no se han encontrado diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 15. Comparativa de los niveles séricos de citoquinas en relacion con diagnostico

de sepsis nosocomial 15 dias de vida.
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Figura 17. Comparativa de los niveles séricos de citoquinas en relacion con diagnostico

sepsis por bacilo gram-negativo 15 dias de vida.
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Figura

18. Comparativa de
Inmunoglobulinas e Interferén-y en relacion con diagndstico de sepsis por bacilo gram-
negativo 15 dias de vida.
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En las tablas 35 y 36 se muestran los datos de valores medios de las principales
citoquinas e inmunoglobulinas analizadas en nuestros pacientes a los 30 dias de vida
(M4) en relacion al diagnostico de TAAS.

Tabla 35. Valores séricos de citoquinas registrados en el 30° de vida en los pacientes
diagnosticados de IASS y en los que no presentaron TAAS.

IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a  INF-y
TAAS
Si 104,33 9,03 42,93 14,43 75,30 6,97
(24,10) (2,69) (9,61) 648)  (21,86)  (1,83)
No 110,25 8,02 73,10 13,02 49,58 11,10
(9,47) (1,49) (9,97) (1,54) (3,34) (6,59)
p 0,83 0,42 0,35 0,87 0,83 0,20

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
Mann-Whitney: nivel significacion p<0,05

Tabla 36. Valores séricos de resistina, lactoferrina e inmunoglobulinas registrados en el
30° de vida en los pacientes diagnosticados de IASS y en los que no presentaron IAAS.

Resistina  Lactoferrina IgA IgM
TAAS
Si 21,60 991,93 39,85 124,15
(4,59) (276,67) (3,86) (15,47)
No 16,21 781,73 24,75 81,91
(1,75) (129,85) (1,77) (7,71)
P 0,32 0,25 0,01 0,09

M1: nacimiento; M2: 3°dia de vida; M3: 15°dia de vida; M4: 30° dia de vida.
Valores representados: media (+tEEM)
Mann-Whitney: nivel significacion p<0,05

Al mes de vida, los pacientes que presentan una IAAS tienen niveles de IgA
significativamente mayores (p = 0,01) que el resto. Esta tendencia se observa también
en la IgM, aunque no llega a ser estadisticamente significativa (p = 0,09). Con respecto
a las citoquinas y el resto de los inmunomarcadores analizados, no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en este momento del estudio.
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Figura 19. Comparativa de los niveles séricos de citoquinas en relacion con diagnostico
de infeccion nosocomial a los 30 dias de vida.
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Figura 20. Comparativa de niveles séricos de lactoferrina, resistina, Inmunoglobulinas e

Interferon-y en relacion con diagnostico de infeccion nosocomial a los 30 dias de vida.
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5.13. VALORACION DE LA SEGURIDAD DE LA ADMINISTRACION DE
CALOSTRO OROFARINGEO.

Durante el procedimiento se registrd frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
saturacion cutanea de oxigeno y tension arterial si se disponia de monitorizacion
invasiva de la misma.

Los 33 pacientes que completaron el estudio recibieron una media de 84 dosis de
calostro orofaringeo, durante las cuales no presentaron alteracion en constantes
hemodinamicas ni constantes respiratorias. No fue preciso interrumpir el procedimiento
en ningln paciente.
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DISCUSION
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6. DISCUSION

Este estudio ha pretendido evaluar los efectos que puede tener la administracion de
calostro orofaringeo sobre los inmunomarcadores relacionados con la defensa
(lactoferrina, resistina, citoquinas pro y antiinflamatorias € inmunoglobulinas A y M) en
recién nacidos prematuros de muy bajo peso. Se ha valorado el uso del calostro como
una potencial terapia inmune y no simplemente como un alimento en este grupo de
pacientes, de forma que pudiera constituir una alternativa a la dieta enteral absoluta y/o
un complemento de la nutricion enteral trofica de los primeros dias de la vida de estos
nifos.

El alto contenido de factores inmunoprotectores presentes en el calostro, convierte al
calostro en prioritario durante las primeras semanas de vida, cuando el recién nacido
prematuro de muy bajo peso estd mas inestable y presenta un mayor riesgo de infeccion.
Sin embargo, pueden existir comorbilidades en estos pacientes que contraindiquen la
nutricion enteral. En estos casos, seria conveniente identificar un método seguro y
eficaz para administrar calostro durante los primeros dias de vida. La administracion
orofaringea seria una posible alternativa.

Este trabajo, segun la revision realizada (Pubmed, Biblioteca Cochrane Plus), es el
primer estudio prospectivo de intervencion no aleatorizado, con grupo control, en el que
la intervencion se prolonga durante las primeras 2 semanas de vida y se valora el efecto
inmunologico de la misma a lo largo del 1° mes de vida. Hasta ahora, en los estudios
publicados (187), la intervencion se iniciaba en las primeras 48 horas de vida y se
mantenia durante un periodo que oscilaba entre 48 horas y un méaximo de 7 dias
consecutivos.

6.1 EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CALOSTRO OROFARINGEO
SOBRE LOS NIVELES DE INMUNOGLOBULINA AY M

El recién nacido, mas atn el recién nacido prematuro, presenta un déficit transitorio de
IgA al nacimiento. Se ha descrito que los niveles protectores de IgA en el suero del
neonato se alcanzan aproximadamente al mes de vida (129). La absorcion intestinal de
la IgA se ha observado como un hecho excepcional en el recién nacido prematuro. A
este hecho se suma que la produccion de IgAs a nivel de las células plasmaticas en el
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intestino del recién nacido no es 6ptima, ya que estos linfocitos no son completamente
funcionales al nacimiento. Todos estos factores conllevan que el recién nacido
prematuro presente una alteracion a nivel de su sistema inmune innato, con una mucosa
intestinal altamente vulnerable a microorganismos patogenos (10).

La administraciéon de calostro orofaringeo en el periodo neonatal inmediato ha
demostrado tener un impacto sobre los niveles de IgA. Rodriguez y cols (182), en el
primer estudio prospectivo randomizado y doble ciego del que se dispone, obtuvieron
un aumento de los niveles de IgA sérica tras la intervencion. En esta misma linea,
recientemente Lee y cols (183) han observado que, el incremento de la IgAs en el
grupo que habia recibido el calostro, se mantenia a las 2 semanas de vida.

En ambos estudios la intervencion se iniciaba dentro de las primeras 48 horas (182) o
entre las 48 y 96 horas post-parto (183). En cuanto a la cantidad de calostro
administrada, estos trabajos coincidieron en utilizar 0,2 ml. No obstante, en el estudio
de Rodriguez y cols se administrd cada 2 h y en el de Lee y cols (183) cada 3 horas.
Finalmente, el numero de dosis recibidas por cada paciente fue de 24 en los dos
trabajos.

En nuestro trabajo se optd por iniciar la intervencion en las primeras 24 horas de vida,
incorporando la administracion del calostro orofaringeo a la practica habitual del
cuidado de los recién nacidos de muy bajo peso en nuestra UCIN. Por ello, se ajusté la
administracion de 0,2ml de calostro con el protocolo de manipulaciéon minima de estos
pacientes que se realiza cada 4 horas. Cada sujeto del grupo calostro de nuestro estudio
recibi6 84 dosis durante el tiempo de intervencion.

Los resultados de nuestro trabajo siguen la linea de los estudios publicados,
objetivandose un aumento progresivo en los niveles de IgA sérica durante el primer
mes de vida en ambos grupos, con un mayor contenido de IgA en sangre en el grupo
que ha recibido calostro orofaringeo desde las primeras 24 horas de vida hasta el 15°
dia. Ademas esta diferencia se mantiene, de hecho se acentta, hasta el final del periodo
de seguimiento (1° mes), a pesar del cese de la intervencion. Este hecho podria reflejar
que la administracion del calostro por via orofaringea influiria sobre la produccion
endogena de IgA. Las citoquinas exdgenas de la leche materna, como la IL-6,
estimularian la activacion de linfocitos T y B, favoreciendo la produccion de
inmunoglobulinas, incluyendo la IgAs (180).

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 124
Consecuencias Inmunolégicas



Discusién

Estudios previos en adultos han demostrado que via orofaringea puede ser util y segura
para la administracion de INF-a en aquellos pacientes que no toleren la administracion
parenteral (190,191). La via orofaringea se ha utilizado también para la administracion
de benzodiacepinas, midazolam, en las crisis convulsivas. El midazolam oromucoso ha
demostrado ser igual de efectivo que la administracion de diazepam intravenoso o rectal
en el control del episodio convulsivo. De hecho, se postula como una opcidén
prometedora en la primera linea de tratamiento de los niflos con crisis convulsivas,
particularmente en aquellos en los que no haya posibilidad de acceso intravascular
(192).

El aumento en la IgA sérica, durante los primeros 30 dias de vida, demostrado en
nuestro estudio esta acorde con los datos publicados en el trabajo de Maldonado y cols
(193). En este estudio, realizado en una poblacion de recién nacido prematuros de
nuestro medio, se objetivd igualmente un incremento en los niveles de IgA sérica
durante el primer mes de vida, desde valores practicamente indetectables en sangre en la
primera semana de vida hasta alcanzar niveles detectables en el 50%-60% de los recién
nacidos estudiados al mes.

La principal limitacion de nuestro estudio es el tamafio muestral. El nimero de
pacientes que han completado el protocolo de tratamiento en este trabajo ha sido
inferior al del estudio publicado por Lee y cols (183) (33 sujetos frente a 42). Esta
podria ser una de las razones por las que no se han obtenido unas diferencias
estadisticamente significativas durante el periodo de intervencion. El porcentaje de
pérdida de pacientes durante el desarrollo de ambos trabajos ha sido similar, 13,16%
frente a 12,5%.

Hay que destacar ademas que nuestro estudio es el primero en el que las
determinaciones de IgA se han realizado en sangre, no en secreciones (saliva, aspirado
traqueal u orina), de forma que no ha sido posible realizar una comparacion en términos
absolutos con otros estudios. La determinacion de IgAs en saliva durante la intervencion
puede verse influenciada por la presencia de IgAs en el calostro que se esté
administrando y no ser un reflejo del aumento de produccion de IgAs por parte del
recién nacido.

La Inmunoglobulina M no ha sido valorada en los trabajos descritos previamente. El
sistema inmune del recién nacido prematuro si es capaz de producir normalmente IgM
en respuesta a los patogenos. Los resultados de nuestro estudio coinciden con los datos

publicados (12) que apuntan a un aumento de los niveles de IgM en el periodo postnatal
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inmediato. En el grupo de pacientes que ha recibido calostro orofaringeo el incremento
tiene lugar de forma significativa durante la 3 y 4° semana de vida de forma que al mes
de vida muestran unos niveles mas elevados de IgM que el grupo control, aunque la
diferencia no ha sido estadisticamente significativa. Este aumento en la concentracion
de IgM  supondria una mayor capacidad en la respuesta inmune frente a
microorganismos como bacilos gram-negativo (12,24).

6.2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE CALOSTRO OROFARINGEO
SOBRE LOS NIVELES DE LACTOFERRINA

La lactoferrina tiene propiedades antiinfecciosas, aumentando las defensas frente a
patogenos entéricos como E.coli. Forma parte de la respuesta inmune innata y puede
reducir la incidencia de sepsis nosocomial en le recién nacido de muy bajo peso y de
enterocolitis necrosante en modelos animales. Es la principal proteina del suero en el
calostro, lagrima y saliva (49,50). La isoforma bovina es casi homoéloga a la humana. En
una reciente revision realizada por Pammi y cols (141) se concluye que la profilaxis con
lactoferrina oral, con o sin probidticos, reduce la sepsis tardia y la enterocolitis
necrosante grado II o mayor en prematuros, sin presentar efectos adversos. El trabajo de
Manzoni y cols sigue esta misma linea (50).

Los estudios que valoran la administracion de calostro orofaringeo reflejan un aumento
de la concentracion de lactoferrina en orina al finalizar la administracion del calostro en
el grupo de intervencion con respecto al grupo control. En el estudio de Rodriguez y
cols (182), con un tamano de muestra pequefio (n=15), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos antes y después del tratamiento. Sin
embargo, en el estudio de Lee y cols (183) (n=40) si se constatd un aumento progresivo
de los niveles de lactoferrina durante los primeros 15 dias de vida en ambos grupos, con
diferencias estadisticamente significativas después de administrar el calostro
orofaringeo, pero no a las dos semanas de vida.

En nuestro estudio, siguiendo la linea de Lee y cols (1839, se observa un aumento de los
niveles séricos de lactoferrina en los dos grupos durante los primeros quince dias de
vida, siendo el aumento estadisticamente significativo en ambos grupos con respecto al
nacimiento. Sin embargo, al igual que Rodriguez y cols (182), no hemos podido
demostrar que la administracion de calostro orofaringeo produzca un mayor incremento
en los niveles de lactoferrina que el presentado en el grupo control durante ese tiempo.

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 126
Consecuencias Inmunolégicas



Discusién

La lactoferrina del recién nacido tiene origen materno principalmente en los nifios
alimentados con leche materna. La lactoferrina de la leche materna se absorbe a nivel
del intestino y es transportada a sangre a nivel del sistema circulatorio (194) desde
donde pasaria a 6rganos linfoides secundarios. Durante el primer mes de la lactancia. se
produce una disminucion en la concentracion de lactoferrina en la leche materna.
Petrova y cols (142) observaron como existia un pico en la concentracion de
lactoferrina en la leche materna a los 6-8 dias y posteriormente ésta iba disminuyendo
progresivamente.

El descenso de la concentracion de lactoferrina en la leche materna se traduce en una
disminucién de los niveles de lactoferrina en sangre al mes de vida en los recién nacidos
prematuros de nuestro estudio. Sin embargo, es llamativo que el descenso que se
produce en el grupo control es mas acusado que el grupo calostro, obteniéndose niveles
séricos de lactoferrina significativamente mayores en aquellos pacientes que recibieron
calostro durante los primeros quince dias de vida. Este dato apunta a que la absorcidén
del calostro a nivel orofaringeo, no solo intestinal, modularia la funcion del sistema
inmune a través de la interaccion a nivel local con el tejido linfoide asociado a mucosas.

6.3 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE CALOSTRO SOBRE LOS NIVELES
DE RESISTINA Y CITOQUINAS PRO Y ANTI-INFLAMATORIAS.

La produccion de citoquinas estd reducida en el recién nacido. Segln los estudios, Los
niveles de IL-1 son normales, mientras que los de IL-2 e IL-6 estan discretamente
disminuidos y los niveles de IL-4, IL-8, IL-10, IL-12 e INF-y son bajos (14). La
produccion de resisitina por las células mononucleares se ve incrementada por la accion
de citoquinas proinflamatorias como IL-1 (IL-1pB), IL-6, TNF-a (195).

6.3.1 Interleuquina-1Ra

La produccion de IL-1 estd aumentada con respecto al resto de citoquinas,
relacionandose con respuesta una inflamatoria excesiva a nivel sistémico e intestinal
(104).
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En nuestros pacientes, dentro de la familia de la IL-1, se ha medio la IL-Ra. Durante el
periodo neonatal, los niveles de IL-Ra estan fisiologicamente elevados al nacimiento y
posteriormente descienden paulatinamente (196).

Los niveles de IL-1Ra obtenidos en las primeras 24 horas de vida son superiores al del
resto de interleuquinas y citoquinas analizadas y esta superioridad se mantiene durante
el primer mes de vida en ambos grupos. Al tercer dia de vida la concentracién de IL-
1Ra obtenida en los neonatos que reciben el calostro orofaringeo es superior a la del
grupo control. Si tenemos en cuenta que la IL-1Ra es el antagonista natural del receptor
de la citoquina pro-inflamatoria IL-1p, esta diferencia podria suponer una mejora en la
respuesta anti-inflamatorio de estos pacientes.

El balance entre IL-1 e IL-1Ra ha sido estudiado en gran variedad de modelos
experimentales de enfermedades como artritis, enfermedad inflamatoria intestinal o
desarrollo de displasia broncopulmonar. En estas enfermedades se ha visto que el
aumento en la produccion de IL-1 y/o el descenso en la produccion de IL-1Ra,
predispone al desarrollo de la enfermedad y que la administracion terapéutica de IL-1Ra
es eficaz para la prevencion del dafio tisular (197). Kakkera y cols (198) observaron que
los recién nacidos prematuros con sindrome de distrés respiratorio, conectados a
ventilacion mecéanica durante la primera semana de vida y que desarrollaban displasia
broncopulmonar posteriormente, presentaban niveles superiores de IL-Ra e IL-1B en
aspirado traqueal. La alteracion en el balance IL-1 antagonistas/agonistas favorecia el
efecto pro-inflamatorio en el grupo de pacientes con displasia broncopulmonar. A su
vez, polimorfismos en el gen de IL-Ra se han relacionado estrechamente en los recién
nacidos prematuros con una mayor riesgo de sepsis neonatal y displasia
broncopulmonar (199).

En nuestro estudio, tal y como aparece reflejado en la literatura, se produce un descenso
progresivo en los niveles de IL-1Ra durante el tiempo de seguimiento en el que no se
administra el calostro por via orofaringea. Lee y cols determinaron IL-1p en saliva y en
orina y encontraron que la concentracion de IL-1P en orina 7 dias después de finalizar la
intervencion era significativamente menor en el grupo que habia recibido el calostro
durante los primeros dias de vida. Este resultado podria ser comparable con el mayor
contenido de IL-1Ra en sangre. que se ha demostrado en nuestro estudio durante los
primeros dias en los pacientes del grupo calostro. Ambas situaciones reflejarian una
modificacion del patron inflamatorio, bien sea por la disminucion de la citoquina pro-
inflamatoria, bien por el aumento de su antagonista natural.
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6.3.2 Interleuquina 6

La IL-6 es uno de los principales mediadores inflamatorios, de forma que durante el
proceso inflamatorio los niveles de IL-6 en suero se eleva drasticamente desde su rango
basal de 1-5 pg/ml (66,75). Los niveles de IL-6 registrados al nacimiento en nuestro
grupo de pacientes se encuentran dentro los rangos publicados en otros estudios
(71,200-202).

En nuestro trabajo se ha obtenido una concentracion sérica de IL-6 mas elevada durante
los tres primeros dias de vida de los sujetos que en otros momentos del estudio. Este
dato estaria en consonancia con los datos publicados acerca del contenido de IL-6 en el
calostro de las madres de los recién nacidos prematuros frente a la leche madura (126),
que apuntan hacia una posible funcion bioldgica, como la estimulacion de las células
del sistema inmune, produciendo como consecuencia un aumento de la liberacion de
IgAs (180).

A diferencia de la tendencia descrita para la IL-1Ra, la concentracién de IL-6 en los
pacientes que reciben calostro orofaringeo desciende desde el nacimiento, de igual
forma que en el grupo control. Lee y cols (183) describieron también este descenso,
tanto en las muestras de saliva como en las de orina, sin poder demostrar una influencia
de la administracion del calostro sobre estos valores.

No obstante, nuestros resultados si reflejan una modificacion de esta citoquina pro-
inflamatoria. Los niveles de IL-6 obtenidos al mes de vida son significativamente
inferiores en los prematuros que recibieron el calostro orofaringeo durante los primeros
quince dias postnatales. Un descenso de los niveles séricos de IL-6 durante las primeras
semanas de vida, asociado a un reducido estado inflamatorio, se ha mostrado
beneficioso en el desarrollo 6seo del recién nacido prematuro (203). Los efectos de la
modificacion del estado inflamatorio en el periodo perinatal podria tener también
efectos a largo plazo. O’Shea y cols concluyeron en su estudio realizado en menores de
28 semanas de gestacion, que los nifios que habian presentado de forma mantenida o
recurrente niveles elevados de proteinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8, IL-1B, TNF-a
entre otras) durante las primeras semanas de vida, presentaban un mayor riesgo de
déficit cognitivo y alteraciones en el comportamiento (déficit de atencion e
hiperactividad) (204).

Administracion de calostro orofaringeo a recién nacidos prematuros de muy bajo peso. | 129
Consecuencias Inmunolégicas



Discusién

6.3.3 Interleuquina 8

La IL-8 pertenece al grupo de citoquinas pro-inflamatorias y es un potente agente
quimiotactico para los neutrofilos. Se dispone de estudios que han relacionado los
niveles elevados de IL-6 e IL-8 en cordon umbilical con diferentes patologias propias
del prematuro como la displasia broncopulmonar (205) o el riesgo de sepsis durante la
primera semana de vida (201). El aumento de IL-1f al nacimiento seria un potente
inductor de la expresion de IL-8 (104).

Lee y cols no (183) detectaron variaciones significativas en la excrecion de IL-8 en
orina durante su ensayo, manteniéndose los valores medios entre 1 y 2 ng/g creatinina.
Sin embargo, en las determinaciones que realizaron en saliva si observaron que, el
grupo que habia recibido el calostro orofaringeo durante la primera semana de vida,
tenia valores significativamente mdas bajos que el grupo control. Los resultados de
nuestro estudio concuerdan con estos hallazgos. No hemos obtenido diferencias entre
los dos grupos durante el tiempo de intervencion, pero en el seguimiento posterior, al
mes de vida, si se demuestra que la concentracion de IL-8 es significativamente menor
en los pacientes que recibieron el calostro orofaringeo, mientras que en el grupo control
los niveles IL-8 se mantienen estables desde el nacimiento. La mayor concentracion de
IL-1Ra detectada durante los primeros dias en este grupo de pacientes podria estar
relacionada con el descenso en los niveles de IL-8, ya que actuaria como antagonista de
la IL-1P a nivel celular, disminuyendo su expresion.

El descenso de las concentraciones de IL-6 e IL-8 observado al mes de vida en los
pacientes que recibieron calostro orofaringeo, podria estar relacionado también con la
accion inmunomoduladora de la lactoferrina. Legrand y cols (206) sugirieron que la
lactoferrina, a través de la unién a receptores de membrana de diversas células
inmunocompetentes, modularia la expresion de genes involucrados en diferentes
funciones como la activacion celular y la produccion de citoquinas.

6.3.4 Interleuqina 10

La IL-10 forma parte del grupo de citoquinas anti-inflamatorias que previene una
respuesta inflamatoria excesiva durante la sepsis. Las concentraciones elevadas de IL-
10 en suero se relacionan con mayor gravedad en las patologias, como distrés
respiratorio (207) o sepsis (78). No obstante, niveles bajos de IL-10 se han relacionado
con mayor riesgo de desarrollar displasia broncopulmonar (205).
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Al nacimiento, los niveles medios de IL-10 en suero de los pacientes de nuestro trabajo
estan dentro de los rangos de concentracion de IL-10 en cordén umbilical descritos en
otros trabajos (205). Sin embargo, estos valores, en el momento basal del estudio, son
inferiores a los obtenidos en el trabajo de Rodriguez y cols (182): 108 pg/ml (63-247)
en grupo calostro y 79,8 pg/ml (65,3-1913) en control, frente a los 28,0 pg/ml (£3,2) y
25,3 pg/ml (£2,1). En este estudio observaron una disminucion en los niveles de IL-10
una vez finalizado el tratamiento, que no se produjo en el grupo control, aunque no
pudieron encontrar diferencias estadisticamente significativas.

En nuestro trabajo se evidencia una disminucion significativa de la concentracion media
de IL-10 a los tres dias de vida. Sin embargo, a diferencia del trabajo de Rodriguez y
cols (182), ésta se produce tanto en el grupo calostro como en el grupo control.
Posiblemente este hecho se deba una menor gravedad de la patologia del recién nacido
durante los primeros dias, con mejoria del cuadro de distrés respiratorio.

Lee y cols (183) no describieron variaciones en la excrecion urinaria de IL-10 ni en los
niveles en saliva durante el periodo de estudio de su grupo de pacientes. Nuestros
resultados siguen esta linea después de la significativa reduccion que tiene lugar en las
primeras 72 horas de vida, de forma que a los 15 y 30 dias de vida los niveles séricos de
IL-10 se mantienen constantes, sin diferencias entre grupos.

6.3.5 Factor de Necrosis Tumoral-a

Rocha y cols (205) publican en su trabajo rangos amplios en la concentracion de TNF-a
en sangre venosa de cordon umbilical. Los niveles séricos medios de los pacientes de
nuestro estudio al nacimiento se encuentran dentro de ese rango y se asemejan a los
valores obtenidos en la saliva de los sujetos al inicio del trabajo de Lee y cols. El TNF-a
amplifica la sefial inflamatoria, activando la produccién de otras citoquinas pro-
inflamatorias como la [L-6 y la IL-8, ademas de la estimular la produccion de radicales
libres.

Los resultados de nuestro trabajo reflejan que durante el tiempo de administracion del
calostro orofaringeo, los niveles de TNF-a son inferiores en el grupo calostro, frente al
grupo control, con diferencias estadisticamente significativas el tercer dia de vida. El
aumento de la concentracion sérica de TNF-a, que se registra a los 15 dias de vida en el
grupo control, podria ser otra de las causas de la presencia de niveles superiores de
interleuquinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-8) detectada al mes de vida en el grupo
control.
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6.3.6 Interferon- y

El interferon-y tiene una funcion importante tanto en la inmunidad innata como en la
respuesta adaptativa, ya que induce la produccion de TNF-a e IL-12.

Lee y cols (183) valoran esta citoquina también en su trabajo, sin obtener diferencias
estadisticamente significativas tras la intervencion ni en el seguimiento posterior. Los
resultados de nuestro trabajo siguen la linea de estos autores, obteniendo unos valores
similares en suero a los que ellos refieren en saliva. La administracion de calostro
orofaringeo no ha demostrado una influencia en los niveles de INF- y durante el primer
mes de vida en los pacientes de nuestro estudio.

6.3.7 Resistina

Hasta ahora, los trabajos que han valorado las consecuencias inmunologicas de la
administracion de calostro orofaringeo en los recién nacidos prematuros, no han
determinado los niveles de resistina en suero. Las citoquinas pro-inflamatorias IL-1f,
TNF- a, IL-6 estimulan la produccion de resistina por parte de los macrofagos y células
mononucleares.

La IL-1Ra, como reactante de fase aguda, también se ha relacionado con los niveles de
resistina sérica. Forsblad d’Elia y cols (208) realizaron un estudio en mujeres post-
menopausicas con artritis reumatoide. En este trabajo encontraron que la resistina estaba
relacionada con los marcadores de inflamacion, particularmente con el aumento de IL-
1Ra, aunque no pudieron dilucidar la conexidn exacta entre resistina y el cociente 1L-
1B/IL-1Ra.

En nuestro trabajo, los niveles superiores de IL-1Ra registrados durante los primeros
dias de vida en el grupo de pacientes que reciben calostro, podrian ser una de las
razones por la que la concentracion de resistina en este grupo de pacientes no desciende
a los 15 dias de vida. En el grupo control, la elevacion de TNF- a, no se ha traducido en
un aumento de los niveles de resistina. Esta mayor concentracion de resistina sérica
podria suponer una ventaja para el recién nacido prematuro, ya que interviene en la
homeostasis de la glucosa, relaciodndose con un aumento de la expresion de las enzimas
de la ruta de la neoglucogénesis hepatica (145,154).
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Los niveles de resistina obtenidos en nuestro trabajo son comparables a los obtenidos en
otros estudios en recién nacidos prematuros (209-211).

6.4 VALORACION DE LA CONCENTRACION DE INMUNOMARCADORES EN
EL CALOSTRO

Los estudios de Castellote y cols (126), Araujo y cols(127) y Mehta y cols (142)
demostraron que el calostro de las madres de nifios prematuros presentaba una mayor
concentracion de factores inmunologicos que el calostro de las madres de nifios nacidos
a término.

La concentracion de IgAs medida en las muestras de calostro de las madres de los
pacientes de nuestro estudio se asemeja a los valores publicados en el estudio de
Castellote y cols (126). En concreto, IgAs seria comparable con los valores del calostro
de nifios prematuros entre 30 y 37 semanas y niflos a término, pero superior a los
valores que describen para los nifios menores de 30 semanas. Nuestros valores de IgAs
si son semejantes a los valores que se registran en el estudio de Mehta y cols (142) para
madres de recién nacidos con 28+2,2 semanas de gestacion.

El contenido de IgM en la leche materna es mas bajo que el de IgAs. El calostro de las
madres participantes en nuestro trabajo presenta una mayor concentracion de IgM que
medida en valores publicados en el trabajo de Koenig y cols (128) para las madres de
recién nacidos prematuros menores de 32 semanas de gestacion (625,17 ug/ml frente a
17 pg/ml).

Los valores de lactoferrina en el calostro de nuestro estudio son mas altos que los que
aparecen en el estudio de Mehta y cols (142). No obstante el tiempo de obtencion de la
muestra en ese estudio fue entre el 6-8° dia post-parto y la técnica utilizada para la
determinacion fue diferente a la de nuestro estudio, por lo que los valores podrian no ser
comparables en términos absolutos.

En cuanto al contenido de citoquinas en el calostro, los valores de IL-6, y 8 son
comparables con los obtenidos en las madres de nifios muy prematuros (menores de 30
semanas de gestacion) en el estudio de Castellote y cols (126), en el que las muestras de
calostro se recogieron en los primeros dias post-parto (3 dias £2). La concentracion de
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IL-10 del calostro de nuestros pacientes es superior al obtenido en las madres de este
estudio para ese grupo de edad y se asemeja mas a las cifras del calostro de las madres
de prematuros nacidos entre la 30 y la 37 semanas de gestacion. Los resultados de los
niveles de TNF-a en el calostro de las madres de nuestro trabajo son mas elevados que
los medidos, para cualquier rango de edad gestacional, en el estudio de Castellote y cols
(126). No obstante, Ustundag y cols (133) publicaron niveles mayores de TNF-a en la
leche materna durante la primera semana postparto que los obtenidos en el calostro de
nuestro estudio.

El INF-y se encuentra en muy baja concentracion en la leche. En nuestro trabajo so6lo se
ha podido determinar en el 55% de las muestras de calostro de las madres del estudio.

Los trabajos de Rodriguez y cols (181,182) y Lee y cols (183) no describen la
concentracion de factores inmunoldgicos del calostro de las madres participantes en sus
estudios.

6.5 REPERCUSION CLINICA DE LA ADMINISTRACION DE CALOSTRO
OROFARINGEO

6.5.1 Patologia gastrointestinal. Enterocolitis necrosante.

Los estudios publicados en los ultimos cinco afnos que han valorado las posibles
repercusiones clinicas de la administracion de calostro orofaringeo han mostrado
resultados diversos en los beneficios a nivel digestivo. Sin embargo, hasta ahora,
ninguno ha podido demostrar una disminucién en la incidencia de enterocolitis
necrosante.

En el trabajo presentado por Rodriguez y cols (182) los pacientes del grupo calostro
alcanzaron antes la nutricion enteral completa (fijada en su estudio como volumen de
nutricion enteral de 150 ml/kg/dia). En esta linea, Caprio y cols (185) presentaron en
2013 un estudio en el Congreso Anual de la Academia Americana de Pediatria. Se
trataba de un estudio descriptivo en el que evaluaban el impacto de la implantacion del
protocolo de administracion de calostro orofaringeo, respecto a una cohorte
retrospectiva de pacientes de su hospital. Incluyeron 58 pacientes menores de 1250 g.
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Estos autores concluyeron que se habia producido una reduccion significativa en los
dias de nutricion parenteral y de catéter central, sin poder demostrar una disminucioén en
la incidencia de enterocolitis o sepsis tardia. Ese mismo afio, con un disefio
experimental similar, Seigel y cols (186) publicaron un estudio de cohortes
retrospectivo en el que pretendian comprobar la viabilidad y seguridad de la
implantacion de un protocolo de administracion de calostro orofaringeo en su UCIN.
Administraron 0,2 ml de calostro cada 4 h durante 5 dias a partir de las primeras 48
horas de vida a una cohorte de 89 recién nacidos prematuros menores de 28 semanas de
gestacion. Se compararon datos demograficos, de alimentacion y morbi-mortalidad con
una cohorte retrospectiva (n= 280) de su propio hospital. En este estudio la incidencia
de NEC fue del 6%, sin diferencias estadisticamente significativas entre ambos
periodos. Tampoco pudieron demostrar una disminucion en el tiempo hasta alcanzar la
nutricioén enteral completa.

Lee y cols (183) no pudieron demostrar que la administracion de calostro orofaringeo
redujera la incidencia de NEC > IIb de la clasificacion de Bell ni el tiempo hasta
alcanzar la nutricion enteral completa.

En nuestro trabajo, al igual que en estudios previos, no se ha obtenido una reduccion en
el tiempo hasta alcanzar nutricion enteral completa (valorada como dias de nutricion
parenteral) ni de la incidencia de enterocolitis tras la administracion de calostro
orofaringeo.

La baja incidencia de esta patologia, junto con el reducido tamafio de nuestra muestra,
dificulta la posibilidad de obtener una relacion estadisticamente significativa. La
incidencia de enterocolitis durante el tiempo del estudio (6%) es comparable con los
datos de incidencia de enterocolitis necrosante de la red SEN 1500 durante los afios
2009-2013 (7,14%).

Los estudios realizados en modelos animales, humanos y in vitro han relacionado la
produccion de citoquinas pro y anti-inflamatorias con el desarrollo de NEC, como por
ejemplo la IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a o la mayor produccion 6xido nitrico y radicales
libres (35). Edelson y cols (212) evaluaron los niveles de citoquinas en recién nacidos
afectos de NEC y encontraron que, no sélo los niveles de IL-8 estaban elevados en los
que presentaban NEC grado III comparado con los de menor gravedad, sino que
también presentaban una mayor concentracion de citoquinas contra-reguladoras (IL-10).
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McElroy y cols (213) valoraron el efecto de TNF-a sobre el intestino inmaduro. Para
ello utilizaron muestras de modelos animales con NEC (raton), muestras de resecciones
intestinales de prematuros con NEC grado III, muestras de intestino de recién nacidos
prematuros sin NEC pero que habian presentado perforacion intestinal espontanea y,
ademds, muestras de intestino de recién nacidos casi a término sin patologia
inflamatoria (atresias o estenosis intestinales, enfermedad de Hirschprung). Estos
autores concluyeron que los niveles intraepiteliales de mucina estaban disminuidos en
los pacientes que habian desarrollado NEC. El TNF-a induciria una alteracion en la
produccion de mucina de las células caliciformes del intestino inmaduro de los recién
nacidos prematuros, facilitando el desarrollo de NEC.

En consonancia con los trabajos publicados, en nuestro estudio, a pesar del reducido
numero de casos de NEC al mes de vida (2 casos: recién nacida prematura, gemela, de
25 semanas de gestacion y recién nacida de 23 semanas de gestacion en contexto de
sepsis por E. coli) también se ha demostrado una relacion estadisticamente significativa
con los niveles de TNF-a en ese momento del estudio. Estas dos pacientes presentaron
una concentracion media de TNF-a superior al resto de pacientes del estudio en ese
momento (M4, p = 0,017). No obstante, no se ha podido establecer la relacion apuntada
en los trabajos previos con otras citoquinas como IL-6, IL-8 o IL-10.

En base a lo expuesto hasta ahora, el calostro administrado por via orofaringea podria
tener un efecto protector frente al riesgo desarrollo de NEC, ya que, segun nuestros
resultados, produce una reduccion de los niveles de TNF-a, durante los primeros dias de
vida, ademas de otras citoquinas pro-inflamatorias (IL-8 e IL-10)

6.5.2 Infeccion nosocomial

La repercusion de la administracion de calostro orofaringeo a nivel de una posible
reduccion en la tasa de infecciéon nosocomial ha sido valorada por otros trabajos
previamente. Rodriguez y cols (182) observaron una mayor incidencia de
bacteriemia y neumonia en los pacientes del grupo calostro frente al grupo control,
aunque no demostré que esta diferencia fuera estadisticamente significativa.

Lee y cols (183) comprobaron en su trabajo una reduccién en la incidencia de
sepsis clinica (signos y sintomas de SRIS con hemocultivo negativo) en el grupo
calostro, pero no en la sepsis nosocomial con hemocultivo positivo.
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Los episodios de infeccion nosocomial o infeccién asociada a la asistencia sanitaria
son habitualmente episodios Unicos que suelen ocurrir en la segunda o tercera
semana de vida. Segun los registros de infeccién nosocomial del Grupo de
Hospitales Castrillo, ésta es superior al 20% en los neonatos menores de 1500g.
Nuestros resultados se enmarcan dentro de estos valores, ya que la tasa de
infeccion nosocomial ha sido del 21,21%. De los 7 episodios de IAAS registrados, 2
de ellos tuvieron lugar en la misma paciente, con un intervalo de 10 dias.

Semejante a lo descrito para la enterocolitis necrosante, nuestro trabajo sigue la
tendencia de los estudios publicados y no ha podido demostrar un efecto de la
administracion de calostro orofaringeo sobre la reducciéon de la infeccién
nosocomial.

A pesar de no poder demostrar esta repercusion clinica, son muchos los estudios
publicados que relacionan los factores inmunomoduladores del calostro con la
capacidad de disminuir la infecciébn causada por bacterias, virus y hongos
(163,164,178,187). Durante la fase inicial de la infeccién se produce una hiper-
respuesta inflamatoria, donde el sistema inmune inmune innato eleva la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias para combatir la infeccién, mientras
que los componentes del sistema inmune adaptativos se movilizan. Esta respuesta
inicial es seguida de una respuesta anti-inflamatoria compensadora hasta alcanzar
la homeostasis del estado inflamatorio (214).

Las citoquinas se elevan en el suero de pacientes con sepsis y sepsis grave
comparado con pacientes no sépticos (54). Los estudios en neonatos han
concluido que los niveles elevados de IL-6 e IL-8 podrian tener valor en el
diagndstico precoz de la sepsis (82,215). Sin embargo, a pesar de que son buenos
indicadores de infeccién, también se producen en procesos inflamatorios estériles
como la cirugia, alteraciones autoinmunes, lo que reduce su especificidad (216).
Estas citoquinas poseen una vida media muy corta, lo que reduce su sensibilidad
diagnodstica cuando han trascurrido 24-48 horas del inicio de la infeccion (62,68).

Dentro de la cascada de respuesta compensadora que sigue al estado pro-
inflamatorio, se produce una elevacidn de las citoquinas anti-inflamatorias, como
la IL-10. Esta respuesta es mdas lenta y se prolonga mas en el tiempo, tras el
comienzo de la infeccion, hasta alcanzar la homeostasis en la respuesta
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inflamatoria. En los pacientes con sepsis grave los niveles de IL-10 se encuentran
significativamente incrementados.

En nuestro trabajo hemos analizado la relaciéon de la concentracién sérica de
diversas citoquinas con el diagndstico de infeccién nosocomial y dentro de éstas,
las infecciones causadas por bacilos gram-negativos (asociadas a mayor
mortalidad dentro de los recién nacidos menores de 1500g).

A los 15 dias de vida (M3), los cinco pacientes que presentaban una infeccion
nosocomial, sepsis nosocomial, tenfan wuna concentracion de IL-10
significativamente superior al resto de pacientes en ese momento del estudio. Esta
diferencia se observaba también dentro del grupo de tres pacientes con sepsis
nosocomial por Bacilos Gram negativo. No obstante, no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de IL-6 e IL-8.
Posiblemente este hecho se deba a lo referido anteriormente, es decir, tienen una
vida media muy corta y descienden rapidamente a las 24-48 h del inicio de la
infeccion. Ademas, la antibioterapia ha demostrado descender los niveles de las
citoquinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-a (76)

Al mes de vida, de los 3 pacientes diagnosticados de IAAS, sélo 1 de ellos
presentaba una infecciéon nosocomial con hemocultivo positivo, pero no por Bacilo
Gram negativo. En el caso de la ITU, el hemocultivo fue negativo. El paciente
restante se mantenia en tratamiento antibiotico desde hacia 15 dias. Estas
circunstancias explicarian la ausencia de significacién en el analisis de la relacién
de los niveles de citoquinas con el diagnéstico de sepsis en este momento del
estudio. La concentracién de IgA e IgM si se ha demostrado ser significativamente
mayor en este grupo reducido de pacientes al mes de vida. Este aumento refleja la
respuesta inmune adaptativa, especifica, del neonato frente a la infeccidn.

Aliefendioglu y cols (91) sugirieron que los niveles de resistina estaban mas
elevados en los recién nacidos prematuros con sepsis y que estos valores se
correlacionaban con la IL-6. Segiin nuestros resultados, en los pacientes con sepsis
nosocomial la concentracién de resistina era discretamente superior, aunque no se
ha podido demostrar una diferencia estadisticamente significativa.
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Se ha analizado la relaciéon del calostro con otras comorbilidades del periodo
neonatal inmediato, como las lesiones en ecografia cerebral o la presencia de
retinopatia de la prematuridad. La administracién de calostro orofaringeo no ha
demostrado tener un efecto en la incidencia de dichos procesos

El limitado tamafio de muestra, asi como la etiologia multifactorial de las
patologias analizadas, pueden ser la principal explicaciéon de estos resultados. Por
tanto, seria necesario realizar nuevos estudios en los que el numero de
participantes fuera mayor y en los que hubiera una uniformidad en la descripcién
de las variables clinicas (definicibon de sepsis nosocomial y enterocolitis
necrosante), asi como en el disefio de la intervenciéon (tiempo de inicio,
periodicidad y dias de duracion).
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7 CONCLUSIONES

CONCLUSION PRIMERA

La administracion de calostro orofaringeo a los recién nacidos prematuros de muy bajo
peso durante los primeros quince dias de vida puede influir sobre el desarrollo del
sistema inmunitario del recién nacido. Se observa un aumento de la produccién de
inmunoglobulinas A y M, lactoferrina, resistina y en un cambio del perfil inflamatorio
con disminucion de citoquinas pro-inflamatorias (I1-6, IL-8 y TNF-a) y aumento de la
citoquina anti-inflamatoria (IL-1 Ra) durante el primer mes de vida.

CONCLUSION SEGUNDA

La administracion de calostro orofaringeo durante los primeros quince dias de vida no
ha demostrado tener una repercusion clinica en términos de reduccion de patologia
digestiva, principalmente enterocolitis necrosante, ni infecciosa, infeccion nosocomial,
a lo largo del primer mes de vida.

CONCLUSION TERCERA

La presentacion de una infeccion nosocomial o enterocolitis necrosante supone una
alteracion en los niveles de inmunomarcadores analizados. Los pacientes
diagnosticados de enterocolitis necrosante grado > IIb de clasificacion de Bell presentan
concentraciones séricas mayores de TNF- a que el resto de recién nacidos prematuros
del estudio y los recién nacidos prematuros con un episodio de infeccidon nosocomial
presentan niveles séricos de Inmunoglobulinas (A y M) e IL-10 superiores al resto de
pacientes del estudio.
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CONCLUSION CUARTA

La administracion de calostro por via orofaringea se ha demostrado un procedimiento
seguro durante la realizacion del procedimiento, lo cual ha permitido instaurar el
protocolo de extraccion de calostro en las primeras horas tras un parto prematuro dentro
de la practica asistencial de la Unidad de Neonatologia, convirtiéndose asi en un
elemento de promocion de la lactancia materna

CONCLUSION GENERAL

La administracion de calostro ororfaringeo durante los primeros 15 dias de vida se ha
traducido en un aumento de inmunoglobulinas y una modulacion de la sefializacion
inflamatoria favoreciendo la via anti-inflamatoria, lo que indicaria una mayor capacidad
defensiva. Por tanto, esta practica podria estimular y favorecer el desarrollo del sistema
inmunolédgico de estos pacientes altamente susceptibles y aunque se precisan de futuros
estudios con un nimero superior, nuestros resultados muestran una via de gran interés
para recién nacidos prematuros y también neonatos a término, enfermos, en los que la
nutricion enteral completa esté contraindicada y que podrian beneficiarse de esta
intervencion.
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ANEXO 1

HOJA INFORMATIVA A PADRES.
Titulo del proyecto:

“ADMINISTRACION DE CALOSTRO OROFARINGEO A RECIEN NACIDOS PREMATUROS DE MUY
BAJO PESO”.

Objetivo: es evaluar los efectos que pueda tener la administraciéon de calostro orofaringeo
sobre los marcadores relacionados con la defensa en recién nacidos prematuros de muy bajo
peso, asi como estudiar la posible relacién con la enterocolitis necrosante e infecciones
oportunistas. De forma secundaria se plantea estimular desde las primeras horas tras el
nacimiento la extraccién de calostro en las madres que han tenido un hijo prematuro.

Metodologia: se realizard el andlisis de muestras de sangre y orina del nifio recogidas en el
momento del ingreso a los tres dias (coincidiendo con la prueba del talén) a los 7 dias, alos 14
dias (coincidiendo con la segunda extraccién de la prueba del talén) y al mes de vida
(coincidiendo con el control analitico del mes de edad que se realiza por protocolo a todos los
recién nacidos con peso inferior a 1500gr). Se recogerdn las variables del estudio para cada
nifio incluido en la ficha correspondiente. El disefio del estudio, no contempla la realizacion de
ninguna exploracion complementaria y/o anlisis diferente al referido previamente.

Incomodidades y riesgos derivados del estudio: No se espera ningln riesgo o incomodidad
para el sujeto de estudio, ni para su familia.

Posibles efectos adversos: no se esperan.

Caréacter voluntario de su participacién: la participacién es voluntaria asi como la posibilidad
de retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién
Participante/investigador, ni su atencién médica en caso de necesitarla.

Personas que tendran acceso a los datos: los datos seran tratados segun establece la Ley
Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de Datos de Caracter Personal. Los
Investigadores de este estudio garantizan la confidencialidad de los datos. Todos mantendran
una confidencialidad absoluta. Los resultados del estudio podran ser comunicados a las
autoridades sanitarias y, eventualmente, a la comunidad cientifica a través de congresos y/o
publicaciones. Los datos seran utilizados para los fines especificos de este estudio y en todo
caso, si fuese necesario, podran ser también utilizados con otros fines de tipo docente o de
cardcter cientifico. Tiene usted derecho al acceso de sus datos personales. Si asi lo desea,
deberd solicitarlo al médico que le atiende en este estudio.

Modo de compensacién: Cualquier hallazgo de la investigacién, relevante para la salud del
paciente en estudio, sera comunicado y se ofrecera el apoyo necesario.

Cualquier aspecto que establezca dudas y preguntas para el participante, podra consultarse
antes, durante y después del estudio a los organizadores del mismo
(teléfonos 958020083; 958020195 y 679710671).
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del proyecto:

“ADMINISTRACION DE CALOSTRO OROFARINGEO A RECIEN NACIDOS PREMATUROS DE MUY
BAJO PESO”.

(Nombre y apellidos del padre/madre/tutor del nifio en estudio)

He leido la hoja de informaciéon que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio, siendo la participacion en este estudio
voluntaria asi como la posibilidad de retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por
ello se altere la relacion participante/investigador, ni su atencién médica en caso de
necesitarla.

Los datos seran tratados segun establece la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal.

Los investigadores de este estudio garantizan la confidencialidad de los datos. He hablado con
los responsables sobre el estudio. Comprendo que la participaciéon de mi hijo es voluntaria.

Comprendo que lo puedo retirar del estudio:

1. Cuando quiera.
2. Sin tener que dar explicaciones.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firmado: (Padre/madre/tutor): Firma Investigador principal:
DNI: CNP:
Fecha: Fecha:
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ANEXO 2

Hospital Universitario Virgen de las Nieves

Servicio de Pediatria . J::-,.
JUNTR D ANDALUCIA UNIDAD NEONATAL 8= ) >

PROTOCOLO DE ESTIMULACION Y EXTRACCION DE LECHE MATERNA EN CASO DE
PARTOS PREMATUROS O RECIEN NACIDOS INGRESADOS EN LA UCIN NEONATAL

INTRODUCCION

El inicio inmediato después del parto, o lo mas precoz posible, de estimulacion y extraccion de
leche materna es uno de los pilares fundamentales para conseguir una lactancia materna exitosa.
En los casos de bebés prematuros existe una tasa mayor de abandono de la lactancia que va
unida a una baja produccion de leche. ocasionada por el estado de salud del bebe, el
mantenimiento de la lactancia con extractor mecanico en ocasiones durante meses y una baja
produccién de leche.

Para conseguir un aumento de la produccion de leche en estas situaciones dificiles, se establece
el protocolo para la informacién y formacion especifica de estas madres en extraccion precoz de
leche materna.

DEFINICION

Intervencion destinada a la informacion y formacion de las madres, para la estimulacion y
extraccion precoz de leche materna en caso de partos prematuros como base para conseguir un
buen establecimiento de la lactancia materna.

OBJETIVOS

Informar y formar a las madres de recién nacidos prematuros o enfermos, ingresados en la
UCIN para iniciar y mantener una buena extraccion de leche materna.

Conseguir una produccion lactea adecuada como base de una lactancia materna exitosa.

PERSONAL QUE REALIZA LA ACCION
Personal de enfermeria asignado al niiio.

MATERIAL NECESARIO

v" Diario de extraccion.
Extractor eléctrico.
Sistema de extraccién doble
Jeringa de 1 ml.
Folletos informativos.

SRV NIEN

Procedimiento

1.-En caso de madre embarazada con factor de riesgo de parto prematuro ingresada en la unidad
prenatal se realizara una valoraciéon de la madre, asi como la viabilidad del bebe. Si procede. se
realizara una visita prenatal informandole de la importancia y las ventajas de la alimentacién de
su hijo con su propia leche desde las primeras horas de vida y mas en especial ante su
prematuridad.

Protocolo de estimulacion y extraccion de leche materna en caso de partos
prematuros o recién nacidos ingresados en la UCIN neonatal
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El momento ideal para un buen comienzo de la lactancia en caso de bebés prematuros es

antes del parto.

2.- En los ingresos que se produzcan en la UCIN se informara a la madre en cuanto sea posible,

bien en su habitacion, sala de reanimacion o en la unidad neonatal.

I
IL.
III.

VIIL

VIII.

XII.

XIII.
XIV.

XV.
XVI.

XVIIL

XIX.

XX.

Preguntar sobre la intencién de alimentar a su bebe con leche materna.

Informar de las ventajas de la lactancia en caso de bebes prematuros y/o enfermos.
Informar sobre la necesidad de comenzar con la primera extracciéon manual,
inmediatamente después del parto y antes de las seis horas posteriores al parto, siempre
que sea posible. Anexo 2

Ensenar el modo de estimulaciéon mediante masaje y extraccion de leche. tanto manual
como con extractor mecanico doble. Anexo 1.2 .3 y 4.

Enseifiar la cantidad de leche normal que se consigue con las primeras extracciones y la
recomendacion de llevar un diario de extraccién para ver su progreso y detectar los
posibles errores que podemos solucionar.

Informar de como sera utilizado su calostro de forma inmediata para la inmunizacién de
su hijo.

La informaremos sobre la frecuencia de las extracciones, minimo 8 veces al dia durante
las dos primeras semanas hasta conseguir una producciéon de leche superior a 600 ml al
dia, a los 14 dias posteriores al parto. que se considera que se ha producido un buen
establecimiento de la lactancia. Explicar a la madre la ley de oferta y demanda que es el
principio de produccién de la lactancia es un mecanismo de produccién que garantiza la
cantidad de leche adecuada.

No debe pasar mas de 6 horas sin extraerse leche durante la noche.

En el comienzo de las extracciones el personal de enfermeria responsable del nifio debe
asumir también la responsabilidad de esta intervencién hasta que la madre y su familia
alcancen un nivel de competencia.

En los dos dias primeros postparto se recomienda las extracciones de forma manual, un
minimo de 8 veces al dia. aunque algunas madres prefieren el extractor mecanico.

La duracion de las extracciones oscilara entre 15-30 minutos.

Estos primeros dias se aconseja asociar el programa de estimulacién para partos
prematuros que disponen los extractores Symphony que hay en la unidad. Anexo 3
Explicaremos el correcto funcionamiento de los extractores de leche.

Informaremos sobre el tamaiio de copa adecuado para la extraccion.

A partir del tercer dia se aconseja iniciar la extraccién combinada. Anexo 4
Recomendar e informar la importancia del vaciado completo de las mamas en cada
extraccion.

Comenzar con el método madre canguro enseguida que el estado del nifio y madre lo
hagan posible. Mientras tanto fomentar el contacto todo lo que sea posible con su hijo.
Informar a las madres de la importancia de protegerse de interrupciones innecesarias e
invertir sus energia. estos primeros dias, en la construcciéon de la produccién de leche y
evitar o minimizar la separacién madre hijo.

La recuperacion emocional de la madre se ve reforzada por su contribucién a la
recuperacion de su hijo. El bombeo y extraccion producen estimulos hormonales que
contribuyen a la recuperacion fisica materna.

Enseifiar la utilidad del diario de extraccion si lo quieren utilizar.

Protocolo de estimulacion y extraccion de leche materna en caso de partos
prematuros o recién nacidos ingresados en la UCIN neonatal
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Anexo 1: El masaje del pecho mejora la salida de la leche.

Usando 2 o 3 dedos. de masajes circulares a su pecho. del exterior
hacia el pezoén.

Con toda la palma de la mano, frote suavemente al pecho desde la
base hacia la punta del pezén.

' Coloque los dedos pulgar e indice al borde de la aréola y extraiga
suavemente la leche.

Cambia la posiciéon de los dedos pulgar e indice alrededor de la
aréola de modo que el pecho se vacie completamente.

3 Protocolo de estimulacion y extraccion de leche materna en caso de partos
prematuros o recién nacidos ingresados en la UCIN neonatal
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Anexo 2: Método de extraccion manual de leche.

1. Dedo pulgar, indice y medio en forma de “C”, unos 3 - 4 cm por detras del pezén.

Posicidn Incorvecta

Posicidn Correcia

2. Empujar los dedos hacia atras (hacia las costillas), sin separarlos.
3. Rodar los dedos y el pulgar hacia el pezon, sin deslizar.

RIRE

* l’m::‘ hacia las Devuelta — Acabe la manipalacion
! paredes del seno

4. Ir rodando la posicion de los dedos para vaciar otras partes del pecho. Utilizar ambas manos
en cada pecho.

Mano Derecha Mano lzquierda

Todo el proceso deberia de llevar aproximadamente 20-30 minutos cuando la extracciéon manual
reemplaza una toma.

Protocolo de estimulacion y extraccion de leche materna en caso de partos
prematuros o recién nacidos ingresados en la UCIN neonatal
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Anexo 3: Extraccion con sacaleches electrico doble:

Preparacion para la extraccion:

Entorno intimo y relajado.

Lavado de manos con agua y jabon.

Estimulantes de la eyeccion de leche (oxitocina): cerca del bebe, fotos del nifio, ropa del
nifio, musica, masaje en la espalda de la madre.

Prepare liquidos para beber, para aliviar la sed.

Caliente sus pechos.

Estimule sus pezones.

Tamaino de la copa adecuado para cada madre.

< Y L 2
0 Ll g
Ajuste ad. d N ita un tamafio mayor

Consideraciones a tener en cuenta:

Inicio precoz de la extraccién-estimulacion, antes de las seis horas postparto.
Extracciones frecuentes, minimo 8-12 veces al dia hasta establecer la produccién.

Al menos una extraccioén por la noche.

Recordar que la extraccion requiere aprendizaje y paciencia, para evitar frustracién.
Comenzar con el programa especifico de extraccion para partos prematuros.

Comenzar con un nivel de vacio en el extractor que resulte comodo para la madre.
Nunca debe producir dolor, ni lesionar la piel del pezén.

Aumentar el contacto piel con piel, siempre que sea posible.

Apoyo psicolégico, personal y familia.

Felicitarla por sus avances para aumentar su confianza.

Tratar de disminuir cualquier fuente de ansiedad o dolor.

Importancia del estrés y preocupaciones, ensefarle a relajarse.

Procurar ambiente relajado y agradable

Apoyo de otras madres

Extraccion cerca del bebé, fotos, recuerdos..

Recomendar el vaciado completo de las mamas en cada extraccion.

Los recipientes deben de ser de uso alimentario, lavados con agua y jabén (en casa) 6
estériles (hospital)

Rotular los recipientes con la fecha y hora de extracciéon (para uso cronoldgico)

Protocolo de estimulacion y extraccion de leche materna en caso de partos
prematuros o recién nacidos ingresados en la UCIN neonatal
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Limpieza de los elementos del sacaleches:

- Lavado de todas las piezas del sacaleches: 1° en agua fria (elimina leche residual sin
coagular las proteinas), luego agua caliente y jabon

- Enjuagar y secar con un paiio limpio.

- Guardar bien seco hasta la siguiente extraccién.

- Suficiente esterilizar una vez al dia.

Anexo 4: Extraccion combinada (Hands on pumping)

Esta técnica se recomienda, sobre todo, en caso de madres que no pueden iniciar la lactancia
con normalidad debido a la separacién de su hijo (ingreso en neonatos, prematuros, etc.) y debe
combinarse con un contacto lo mas frecuente posible con el nifio (MMCC) y unas extracciones
frecuentes (al menos ocho al dia).

El método de la doctora J. Morton para maximizar la extraccion de leche materna, se basa en el
uso combinado de una bomba de extracciéon doble, con el masaje y/o extraccién manual para
maximizar la cantidad de leche extraida y mejorar asi el estimulo de la produccién. Combinar
esta extraccion con una segunda tanda de extraccién (manual o con bomba pero de manera
individualizada en cada pecho), con lo que se consigue extraer una gran cantidad de leche
adicional (incluso doblando la cantidad que se hubiera conseguido con una extraccion simple).

Los pasos para seguir serian:

v" Masaje de estimulacion de ambas mamas.

v Aplicar el extractor doble.

v Iniciar masaje-compresion de ambas mamas (o de una tras otra) mientras se realiza la
extraccién con bomba, insistiendo en las zonas de mayor consistencia.

v" Cuando cesa el flujo de leche, se detiene la extraccion y se masajea y estimula el pecho
nuevamente uno o dos minutos.

v" Continuar con extraccién manual o extraccién de un solo pecho, alternando entre uno y
otro y combinando con compresion manual.

Extraer Extraer Extraer
de cada de cada : de cada

DE]g

pecho e pecho pecho

5-7 3-5 2-3
minutos minutos minutos

)

Bibliografia:
ABCs of Breastfeeding booklet and companion video “Breastfeeding.A Guide to Getting
Started” written and produced by Jane Morton, MD
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Combining hand techniques with electric pumping increases milk production in mothers of
preterm infants J Morton, JY Hall, RT Wong. L Thairu, WE Benitz and WD Rhine

Department of Pediatrics, Stanford University School of Medicine, Stanford, CA, USA Journal
of Perinatology (2009) 29, 757-764 2009 Nature Publishing Group All rights reserved. 0743-
8346/09 $32

Is use of breast pumps out of hand? Mothers who use ‘hands-on’ technique see increase in milk
production by Jane A. Morton, M.D., FAAP Volume 30 ¢ Number 6 June 200
WWW.aapnews.org

The Importance of Hands Jane Morton, MD, FABMI1 Journal of Human Lactation © The
Author(s) 2012 Reprints and permission: http://www.sagepub.com/journalsPermissions.nav
DOI: 10.1177/0890334412444930 http://jhl.sagepub.com
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ANEXO 3

UNIDAD NEONATAL

HOSPITAL VIRGEN DE LAS NIEVES
PROTOCOLO DE ESTUDIO

HOJAS SE SEGUIMIENTO

(Pegar etiqueta identificativa en el
pldstico)

CASO
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UNIDAD NEONATAL
HOSPITAL VIRGEN DE LAS NIEVES

PROTOCOLO DE ESTUDIO

HOIJAS SE SEGUIMIENTO

(Pegar etiqueta identificativa en el
pldstico)

' /
‘-V

Le

CONTROL
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PROTOCOLO DE ADMINISTRACION DE CALOSTRO OROARINGEO EN PREMATUROS <32 SG Y/0 < 1500 G

* Recoger muestra de sangre al nacimiento (0,8 ml) y entregar a pediatra.

UCIN
PREMATURO

<32SEGY/0<
1500 gr

* Si se tiene calostro materno en las primeras 24 horas de vida:
* Imprimir etiquetas rosa con datos del bebe para identificar las jeringuillas de calostro
(jeringuillas malva de alimentacion de 1ml)
£CALOSTRO * Administrar segun protocolo el calostro orofaringeo cada 4 horas, registrandolo en lugar
MATERNO PRIMERAS correspondiente en la grafica de seguimiento y anotando en el evolutivo de enfermeria si se
2R BRI detectaron alguna reaccién adversa o incidente durante su administracion.

/

~
* Recoger con cada determinacién de metabolopatias (3 dias de vida y 15 dias de vida) y al mes de
vida, nueva muestra de 0,8 ml de sangre en tubo de bioquimica que se entregara a pediatra.
-\ Lo ® Alas 72 horas recoger 1cc de calostro materno y congelar.
VIDA.
J

METODO DE ADMINISTRACION DE CALOSTRO POR VIA ~
OROFARINGEA e
RNPT <=32 SEG /o
<=1

Una vez que las primeras jeringas estan preparadas, la l;:’“
enfermera/TCAE del bebé comprobara el nombre del bebé en la
etiqueta de la jeringa precargada, antes de su administracién. La e — ———
jeringa se coloca fuera del refrigerador durante cinco minutos para | NFORMADD

que el calostro esté a temperatura ambiente.

Para la administracion, se coloca al bebe decubito lateral, en caso de
supino lateralizar la cabeza ligeramente, colocar la punta de la
jeringa en la boca del bebé, en la mejilla derecha dirigida hacia la
orofaringe. Se administrara 0,1 ml del calostro durante un periodo
de al menos un minuto. A continuacion se redirige la jeringa hacia la
mejilla izquierda, se administra lentamente 0,1 ml de calostro
durante un periodo de al menos un minuto.

Se administrard, un total de 0,2 ml por sesion de tratamiento. Este
procedimiento se llevara a cabo cada 4 horas hasta alcanzar la
nutricion enteral exclusiva y un minimo de 2 semanas (es decir, por
ejemplo si el RN alcanza la enteral a los 10 dias de vida
continuaremos 4 dias mas).

Durante el procedimiento se vigilara la frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, saturacion de oxigeno, y la presién arterial
en caso de estar monitorizada.

Se detendra el procedimiento si el nifio _muestra seiiales de

A

RECOGER MUESTRA DE
CALOSTRO MATERNO
LAS 72 HORAS.
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ANEXO 4
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