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RESUMEN

2
OBJETIVO: Identificar las diferencias en el recuento celular del calostro de
madres con y sin factores de riesgo de infeccién neonatal

METODO: Se procedié a realizar un estudio otaervacional analitico transversal,
en el cual se evaludé 61 muestras de calostro <E madres sin factores de riesgo
de infeccion neonatal y 47 muestras de calostro de madres con factores de riesgo
de infeccion neonatal; utilizando la coloracion Papanicolau (PAP) se identificaron
neutrofilos, linfocitos y macrofagos y se realizé un recuento respectivo de cada

célula evaluada

ESULTADOS: Existe diferencia significativa en el recuento de aeutréfilos
(p=0.000) macrofagos(p=0.030) y linfocitos (p:0.00% del calostro de madres
con y sin factores de riesgo de infeccién neonatal. La media del recuento de
neutréfilos presento la mayor diferencia significati&l entre ambos grupos,
teniendo una media de 167 en el calostro de madre con factores de riesgo de
infeccion neonatal vs 112 en el calostro de madre sin factores de riesgo de
infeccion neonatal, segLEa de la media del recuento de linfocitos que fue de 20
en el calostro de madrg, con factores de riesgo de infeccion neonatal vs 13 en el
calostro de madre sin factores de riesgo de infeccion neonatal 3&' recuento de
macrofagos el cual tuvo una media de 14 el calostro de madla con factores de
riesgo de infeccion neonatal vs 12 en el calostro de madre sin factores de riesgo
de infeccion neonatal

CONCLUSION Existen diferencias ?nificativas en el recuento de neutréfilos,
macrofagos vy linfocitos del calostro de madres con y sin factores de riesgo de

infeccion neonatal

PALABRAS CLAVE: neutréfilos, macréfagos, linfocitos, calostro, infeccidon

neonatal




ABSTRACT

OBJECTIVE: Identify differences in colostrum cell count of mothers with and
without risk factors for neonatal infection

METHOD: A cross-sectional analytical observational study was carried out, in
which 61 colostrum samples from mothers without risk factors for neonatal
infection and 47 colostrum samples from mothers with risk factors for neonatal
infection were evaluated; Using Papanicolau (PAP) staining, neutrophils,
lymphocytes and macrophages were identified and a respective count of each
cell evaluated was performed.

RESULTS: here is a significant difference in the count of neutrophils
(p:0.000),&aerophages (p=0.030) and lymphocytes (p=0.000), in the
colostrum of mothers with and without risk factors for neonatal infection. The
mean neutrophil count presented the greatest signifiEmt difference between
both groups, having a mean of 167 in the colostrum of mothers with risk factors
for neonatal infection vs 112 in the colostrum of mothers without risk factors for
neonatal iréection, followed by mean lymphocyte count which was 20 in the
colostrum a mothers with risk factors for neonatal infection vs. 13 in the
colostrum of mothers without risk factors for neonatal infection and the
macrophage count which had a mean of 14 in the colostrum of mother aith risk
factors for neonatal infection vs 12 in the colostrum of mother without risk
factors for neonatal infection

CONCLUSION There are significant differences E the count of neutrophils,
macrophages and lymphocytes in the colostrum of mothers with and without
risk factors for neonatal infection.

KEYWORDS: neutrophils, macrophages, lymphocytes, colostrum, neonatal
infection
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INTRODUCCION:

El sistema inmunitario es la linea de defensa principal contra los diferentes
patogenos que abundan en el ambiente y en el caso del neonato, este tiende
a ser ingenuo e inexperto ya que desde su nacimiento se encuentra en un
entorno completamente diferente, el entorno extrauterino.(1) La breve
explicacion radica en la presencia de una capacidad antioxidante vy
antinflamatoria limitada por su anatomia subdesarrollada generando a nivel
inmunologico retardo de las funciones y disminucion de las
inmunoglobulinas.(2)

Es aqui que la lactancia materna (LM) se vuelve un factor protector importante
contra la morbilidad y mortalidad infantil por infecciones respiratorias e
infecciones del tracto gastrointestinal ya que la leche humana cumple un rol
importante al generar un medio para construir una defensa resistente ante los
patdgenos comunes en esta etapa. Se ha demostrado que la leche humana
(LH) estimula la mucosa en el tubo digestivo, promueve un desarrollo del
sistema inmunitario del bebé y todo esto debido a los componentes que posee
(3,4), siendo asi una fuente de nutriciéon e inmunidad para los lactantes desde
el nacimiento, formando un gran aporte nutricional para su crecimiento y
desarrollo adecuado, y una barrera inmunitaria para protegerlos de las
enfermedades recurrentes en esta etapa de vida tan fragil. (5)

La lactancia materna brinda dos de los pilares fundamentales de la inmunidad
pasiva de los neonatos, siendo el primero las inmunoglobulinas,
especialmente la Ig A (6,7) y el segundo la diversa variedad de células que
esta posee, entre las cuales destacan los macréfagos, los linfocitos y los
neutrofilos. El primero es uno de los mas abundantes en la leche materna,
estos son los encargados de formar la inmunidad del recién nacido a través
del calostro (8), este reclutamiento inicia mediante el interferén alfa (INF a),
una citocina que aumenta en las infecciones y al estar presente permite
reclutar a los macrofagos. (9) Los macréfagos poseen una doble funcion
inmunitaria pues protegen a la mama de infecciones que se tienen durante la
lactancia y al ser pasados por la leche forman el sistema inmunitario infantil
(10), asi mismo estos también se encargan de transportar inmunoglobulinas
gue serviran de ayuda en este proceso inmunolégico (11). Los segundos

mencionados son de gran importancia para generar una defensa
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inmunologica adecuada, siendo los linfocitos T los encargados de generar la
tolerancia inmunolégica y las reacciones contra el huésped (12), asi mismo se
ha observado que los linfocitos trasmitidos por la leche materna son capaces
de responder a la presencia de Echerichia Coli en el bebé. (11) Finalmente,
los neutrofilos estan presentes en un porcentaje elevado al nacimiento y
conforme la leche vaya madurando estos van disminuyendo, esto se debe a
la maduracion del sistema inmune del bebé y establece la relaciéon con la
produccion de la leche que brinda una mayor producciéon para compensar al
recién nacido. (11)

Esta inmunidad brinda un soporte no solo a los recién nacidos, sino a aquellos
bebés que no poseen ninguna vacuna momentaneamente o en este caso no
puedan acceder por escasez de la propia vacuna. (13) Sin embargo para
entender de una manera clara como estos componentes influyen en el recién
nacido a través de la leche debemos hablar sobre el eje entero-mamario.
Segun Martin et al. (14) las células inmunitarias formadas por la infeccion
pueden llegar a las glandulas mamarias a través de una via entero mamaria.
Brevemente se puede describir este eje cuando hay un ingreso al organismo
de los antigenos bacterianos o virales llegando al intestino, al segmento
terminal del ileon, es aqui donde se alcuentra el tejido linfoide de las
mucosas(MALT), una vez en esta zona son capturados por las células M y
son llevados hacia las placas de Peyer, donde se elaboran los antigenos de
los macréfagos y son presentados ante los linfocitos T, es este punto donde
surgen los linfocitos B, que hacen proliferar las células precursoras de
anticuerpos generando una linfocitosis. Estas células migran a los ganglios
linfaticos regionales del mesenterio hasta llegar al conducto toracico, donde
se dividen en tres grupos dirigiéndose a las glandulas mamarias, tejidos
linfaticos del intestino materno y sistema bronquial. Es asi como que por este
eje el aumento de linfocitosis y macrofagos pasan al bebé en la lactancia
proporcionandole una mayor inmunidad.

Cabe resaltar que el cambio de la microbiota intestinal materna durante la
gestacion afecta en mayor grado a la microbiota e inmunidad mediada por la
leche materna y, en menor grado a la microbiota vaginal. (15) Por lo que
enfermedades durante el embarazo como infecciones del tracto urinario,

rotura prematura de membranas que superan las 18 horas y la corioamnionitis

7




tienden a generar cambios en ambas microbiotas que a la larga generaria
cambios en la inmunidad del recién nacido(RN). Una de las complicaciones
que estan a la cabeza durante la gestacion, son las infecciones del tracto
urinario (ITU), aproximadamente un 25% de mujeres embarazadas sufre de
ITU posterior a una bacteriuria asintomatica y esto se debe a cambios
anatomo-fisioldgicos que ellas sufren a lo largo del embarazo.(16) Un correcto
diagnbstico y un manejo precoz serd capaz de evadir las secuelas en la
conexion materno-fetal. El diagnostico se hace con un urocultivo donde se
sabra el microorganismo que afecta la gestante siendo la E,coli hasta en un
80% de los casos. (17) La rotura prematura de membranas es como su
nombre lo menciona la ruptura de las membranas ovulares antes de iniciar el
trabajo de parto. La causa actualmente es desconocida, pero se puede
asociar con multiples patologias. Se sabe que puede complicar un 3% de los
embarazos y provoca un 25-30% de los partos prematuros, siendo
considerado como la principal causa de prematuridad y mortalidad materna.
Esta ultima patologia tiene repercusiones a nivel de la microbiota vaginal y de
manera consecuente en la inmunidad neonatal por lo que es importante su
correcto diagnéstico y manejo. (18)

Hassiotu et al (2013) plantearon examinar el conteo de leucocitos en la leche
materna, en la cual se encontré que el conteo de leucocitos en la leche de
madres sanas disminuyd dentro de la primera a segunda semana post parto
a diferencia de la madre y/o bebé infectado, en el cual el conteo de leucocitos
aumentd hasta un 94%

Li et al (China,2019) se propuso identificar los cambios en la leche humana
durante las diferentes etapas de la lactancia y en estas etapas se observa los
cambios acompariados de los cambios en la madre y el lactante, este estudio
fue de tipo cohorte y se evalud 30 puérperas de parﬁ; pre término y 10
puérperas de parto a término. Para examinar el caloﬂ'o se eliminé la capa de
grasa de la leche y finalmente el sedimento celular. Los resultados revelaron
que, en el calostro, posee un recuento celular elevado en comparacion a los
otros dos tipos de leche. Concluyendo que las células inmunitarias de la

madre y el bebé cambian a lo largo de cada una de sus fases. (19)




Smith y Goldman en (USA, 1698) realizaron un estudio sobre la
morfologia celular del calostro humano a través del frotis tefiido con
naranja de acridina para observar la motilidad y las caracteristicas de las
células vivas en el calostro completo donde se observo la concentracion
mediana de macréfagos que fue de 2100 células/mm3 (rango 500-3000),

la mediana de la concentracién de linfocitos que fue de 205 células/mm3
(rango 80-255) y la presencia de monocitos. (20)

Con base a lo anterior, se identifica como necesario abrir nuevas lineas de
investigacion, ya que conocer la inmunologia neonatal en base a las
enfermedades que atraviesa cominmente la madre durante el embarazo es
de suma importancia permitiéndonos orientarnos y conocer las repercusiones
de estas patologias en la relacion inmunitaria materno-fetal. Puesto que esto
impulsa no sélo a conocer a nivel inmunolégico la lactancia materna, sino que
ademas permite promocionar la alimentacién del RN hasta los 6 meses de
lactancia materna exclusiva por lo que considero importante buscar
comprobar si los cambios generados en las microbiotas debido a
enfermedades comunes en el embarazo permitirian generar una proteccion
contra infecciones en el sistema inmaduro del neonato.

1.1 ENUNCIADO DEL PROBLEMA:

2
¢, Existen diferencias significativas en el recuento celular del calostro de

madres con y sin factores de riesgo de infeccién neonatal?

1.2 OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

« Identificar las diferencias en el recuento celular del calostro e

madres con y sin factores de riesgo de infeccion neonatal
OBJETIVOS ESPEﬁiFICOS:

e Determinar el recuento celular de macréfagos, neutrdfilos y
linfocitos del calostro de macaes de neonatos a término adecuados
para la edad gestacional con factores de riesgo materno de
infeccién neonatal

e Determinar el recuento celular de macrofagos, neutréfilos vy




linfocitos del calostro materno de neonatos a término adecuados
para la edad gestacional sin factores de riesgo materno de
infeccién neonatal

 Comparar el recuento celular de macréfagos, neutrofilos y linfocitos
del calostro materno de neonatos a término adecuados para la
edad gestacional con y sin factores de riesgo materno de infeccion

neonatal

1.3HIPOTESIS:

HIPOTESIS NULA:

* No existen diferencias significativas en el recuento celular del calostro e
madres con y sin factores de riesgo de infeccion neonatal
HIPOTESIS ALTERNATIVA:

» Si existen diferencias significativas en el recuento celular del calostro e
madres con y sin factores de riesgo de infeccion

. MATERIAL Y METODO:

2.1 DISENO DE ESTUDIO:

El presente trabajo es un estudio analitico, observacional, longitudinal.

Es un estudio tipo prospectivo, tal cual el grafico mostrado:

RECUENTO CELULAR DEL
MADRES CON FACTORES DE CALOSTRO:
RIESGO DE INFECCION [ . Recuento celular de macréfagos
NEONATAL « Recuento celular de neutrdfilos
Recuento celular de linfocitos
MADRES DE
NEONATOS NACIDOS
ATERMINO
ADECUADOS PARA LA
EDAD GESTACIONAL
MADRES SIN FACTORES DE RECUENTO CELULAR DEL
RIESGO DE INFECCION > CALOSTRO:
NEONATAL * Recuento celular de macréfagos

* Recuento celular de neutréfilos
« Recuento celular de linfocitos
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2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO
¢ Poblacién Diana: a
o Madres de neonatos del Hospital Belén de Trujillo
+ Poblacion Accesible
o Madres de neonatos del Departamento de Neonatologia del
Hospital Belén de Trujillo
« Poblacion de Estudio:
o Madres de neonatos del Departamento de Neonatologia del
0 Hospital Belén de Trujillo durante Setiembre del 2023
2.3 CRITERIOS DE SELECCION
e Criterios de inclusién:
o Madres de neonatos en sus 5 primeros dias de vida
o Madres de neonatos con y sin factores de riesgo materno
de infeccion
o Madres en edades entre 18 y 35 afios
o Madre de RN a término adecuado para la edad gestacional
(AEG) segun CLAP
o Madres con la ganancia de peso adecuado segin IMC
pregestacional (ANEXO 1)
o Madres que acepten participar del estudio firmando el
consentimiento informado.
e Criterios de exclusion:
o Madres que refieran el consumo de sustancias ilicitas.
o Madres con comorbilidades: endocrinopatias, cardiopatias,
nefropatias, hemopatias.

o Madres con historia clinica incompleta

2.4 MUESTRA

o UNIDAD DE ANALISIS:
Ficha de recoleccion de datos, historia clinica y calostro de madres
con y sin factores de riesgo de infeccibn neonatal en el

Departamento de Neonatologia del Hospital Belén
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+« UNIDAD DE MUESTREO
Ficha de recoleccién de datosdﬂstoria clinica y muestras de
calostro de madres con y sin factores de riesgo de infeccion
neonatal en el Departamento de Neonatologia del Hospital Belén
e TAMANO MUESTRAL

N =300
Z*Npgq
n=
E*(N—-1) +Z%pq

_ (1,96)*(300) (0,5) (0,5)
™= (0,052 (299) + (1,96)2(0,5)(0,5)

n = 168,6984015

Ajuste:
n
n
1+ (N)

_ 168,6984015
~ 1+ (168,6984015/300)

n

n = 107,9788629 = 108
Donde:

¢ N = Tamafio de la muestra final siempre y cuando esta se encuentre al
5% de error

* N = Poblacion (N = 300)

¢ Z = Valor asociado a un nivel de confianza del 95% y un margen de error
del 5%

e E = Margen de error (0,05)
P = Probabilidad de ocurrencia

¢ (Q = Probabilidad de no ocurrencia
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De acuerdo con la formula y teniendo en cuenta la poblacion del afio 2022 se
obtuvo la canticﬁd de 300 integrantes. En base a este dato, el tamano

muestral es 169 integrantes. No obstante, al aplicar el factor de correccion, el

tamafio muestral final obtenido es de 108 integrantes, la cual se dividio en

calostro materno de neonatos nacidos a término AEG sin factores de riesgo

aterno 56% (61 integrantes) de madres de neonatos a término AEG sin

factores de riesgo de infeccion neonatal y 44% (47 integrantes) de madres de

neonatos a término AEG con factores de riesgo de infeccion neonatal.

VARIABLES:

VARIABLE

Presencia de factores
de riesgo materno de
infeccion neonatal

Hecuentacelular del
calostro de madres con
y sin factores de riesgo
materno de infeccién
neonatal

TIPO

ESCALA DE
MEDICION

INDICADOR

Variable Independiente

Categorica Dicotomica

Antecedente
del neon@
de factor de
riesgo de
infeccion
neonatal
registrado
en historia
clinica

Variable Dependielae

Numérica

Discreta

13

Conteo
absoluto de
células en
lamina
portacbjeto
tefiida en
PAP

(cel /0.1ml)

REGISTRO

0: madres con factores
de riesgo de infeccion
neonatal

1: madres sin factores
de riesgo de infeccion
neonatal

sCantidad absoluta de
macréfagos por
lamina.

+Cantidad absoluta de
linfocitos por lamina.

+Cantidad absoluta de
neutrofilos por lamina.




Edad materna

Tipo de parto

Sexo del recién nacido  Categorica Nominal

Procedencia materna Categérica = Nominal

Variables intervinientes

L . Historia Edad de la madre en
Numérica Discreta . -
clinica afios
L . Historia 0: Cesarea
Categorica Nominal . .
clinica 1: Vaginal
Historia 0: Femenino
clinica 1: Masculino
Historia 0: Rural
clinica 1: Urbano

DEFINICIONES OPERACIONALES:

Variable

Definicion Operacional

Factores de riesgo
maternos de
infeccion neonatal:

Patologia materna que aumentan la probabilidad de padecer una infeccion
neonatal (21). Esto se puede encontrar en la historia clinica y se considerara a las
siguientes patologias:

Ruptura prematura de membrana mayor a 18 horas: caracterizada por
la pérdida de continuidad de las membranas amnidticas acompafiada de la salida
de liquido amniético transvaginal antes del inicio de trabajo de parto.
Corioamnionitis: caracterizada por la inflamacién e infeccion de la placenta,
corion y amnios.

ITU corroborada con cultivo: caracterizada por la existencia de bacterias en el
tracto urinario, capaces de generar alteraciones morfologicas y/o funcionales.

Calostro

Leche que las madres producen desde el parto hasta los 5 dias después del
mismo. Posee un color amarillento con tonalidad clara y de un espesor
carteristico. (22) Para obtener la muestra recolectamos calostro de la madre
los recién nacidos a término adecuados para la edad gestacional. En la base de
datos se registré como 0; calostro materno del neonato sin factares de riesgo y
1; calostro materno del neonato con factores de riesgo.

Recuento celular
de calostro
materno

Cantidad de poblacion celular encontrada en el calostro de ambos grupos. (23) Se
procedio al conteo a través de una division de la muestra en campos coloreado con
la tincion Papanicolau (PAP), la cual fue realizada en el laboratorio de anatomia
patolégica QURA por el patélogo, el doctor Marcos Oswaldo Capristan, los
resultados se expresaron en numero de células por lamina. Se identificaron las
siguientes células:

Linfocitos: caracterizados por ser agranulados y tener el nicleo mas grande de
todas las células ocupando casi todo el citoplasma. (24)

Macréfagos: caracterizados por ser las células mas grandes con un ndcleo en
forma de rifidn. (24)
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Polimorfonucleares: caracterizado por tener un citoplasma granulado a diferencia
de las otras células, esta conformado por los neutréfilos, eosindfilos y basdfilos.
(24)

Edad materna

Se obtendra el nimero de afios mediante los datos brindados en la historia clinica.

Tipo de parto

Dato recolectado de la historia clinica y se clasificara en parto por ceséarea o parto
vaginal

Sexo del recién
nacido

Datos recolectados de la historia clinica neonatal donde se clasificara en sexo
femenino o sexo masculino

Procedencia
materna

Datos de la historia clinica y corroborados con su DNI donde 0, madre de
procedencia rural y 1, madre de procedencia urbana. Siendo considerado rural a
el area poblada, no capital del distrito, donde las viviendas son construidas de
manera dispersa o diseminada sin formar blogues o niicleos.

2.5PROCEDIMIENTO

Para la ejecucion del presente estudio se solicité la aprobacion del
Comité de Investigacion del programa de estudios de Medicina
Humana de la Universidad Privada Antenor Orrego. Posterior a ser
aprobado, se solicitaron los permisos pertinentes al Comité
Institucional de Etica en Investigacion del Hospital Belén de Trujillo.
Luego se procedi6 a la recﬁeccién de las muestras identificando a
las madres de neonatos a término AEG del Departamento de
Neonatologia del Hospital Belén de Truijillo, la seleccion se hizo por
medio de un muestreo aleatorio simple y se evalud si cumplen con
los criterios de inclusion y exclusidn. Se les explico a las madres en
qué consistia el proyecto, el fin, el procedimiento de extraccion de
calostro y se les pidi6 firmar el consentimiento informado detallado
en el anexo (ANEXO 2). Se procedid a recolectar de la historia
clinica los datos relevantes para el estudio (del neonato: nimero de
paciente, sexo, edad gestacional y factor de riesgo materno; y de la
madre: edad, tipo de parto y procedencia) plasmandolos en la hoja
de recoleccion de datos disenada para el estudio (ANEXO 3).

A continuacién, a todas las madres que firmaron el consentimiento

se solicitd una muestra (2 gotas) de calostro colocadas en una
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lamina portaobjeto previamente enumerada e inmediatamente se
extendié con ayuda de otra lamina portaobjetos.

En total se tomaron 108 de las cuales se clasificaron 61 muestras de
calostro de madres con factores de riesgo de infeccion neonatal y 47
muestras de calostro de madres sin factores de riesgo de infeccion
neonatal.

Posteriormente las laminas fueron colocadas en alcohol al 96%
dentro de vasos de Coplin por 30 minutos para proceder a ser
trasladadas al laboratorio de anatomia patolégica QURA (ubicado en
los Diamantes 335, Urb. Santa Inés) donde a cargo del doctor
Marcos Oswaldo Capristan se realizo la coloracion PAP (ANEXO 4)
y se observd en el microscopio a un aumento de 40x el recuento
celular de macrofagos, linfocitos y neutréfilos, realizando la
diferenciacién a través de las caracteristicas morfoldgicas. Se
recopil6 la informacién encontrada en la hoja de recoleccion de datos
disefiada para el presente trabajo de investigacion (ANEXO 3). Con
dicha informacion se construyé una base de datos en Excel para

proceder a realizar el analisis respectivo.

2.6 PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

En el presente estudio el registro de datos se realizé en Excel para

posteriormente exportarse a SPSS v.26 para su consecuente analisis.

gSTADiSTICA DESCRIPTIVA:
Los datos obtenidos se expresaron como promedio ademas de utilizar el

porcentaje (mediana) + desviacion estandar de acuerdo a su

correspondencia.

ESTADISTICA ANALITICA:
Para el analisis de se aplicd el parametro U - Mann Whitney y T Student

para la media, verificando previamente el supuesto de normalidad

mediante la prueba Kolmogorov-Smirnov, ademas se tuvo en cuenta que

el valor-p de la prueba era menor que 0,05. (p < 0,05) para indicar

significancia estadistica.
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2.7CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto de tesis cuenta on la autorizacion del Comité de
Investigacién y Etica de la Universidad Privada Antenor Orrego y del
Hospital Belén de Trujillo; asi mismo se tuvo en cuenta las pautas
fundamentales establecidas por la CIOMS, Consejo de
Organizaciones Internacionales de Ciencias Médicas, considerandose

e Pauta 1: es necesario el consentimiento informado de todos los

principalmente los siguientes:

participamas de la investigacion biomédica.

« Pauta 12: los participantes de la investigacion tienen derecho a
proteger su ir&gridad asegurandose el resguardo de su
anonimato y la confidencialidad.

e Pauta 15: toda investigacion médica que involucre seres
humanos debe ser realizada por personas calificadas y bajo la
supervision de un médico calificado

e Pauta 27: la publicacion de los resultados, realizada por el
médico, esta obligada a contener datos y resultados exactos,
manteniendo la transparencia del estudio.

Ademas, es importante recalcar que este es un estudio observacional,
por lo cual no existe intervencion humana; en base a esto la
calificacion eg de riesgo nulo para el paciente y el investigador, sin
embargo, se aantendra la confidencialidad de la informacic‘a tomada
de las historias clinicas no siendo expuestas a terceros (de acuerdo a
las normas de Buenas Practicas Clinicas y a Pauta 18 de CIOMS, Ley
General de Salud). Al finalizar la investigacion este trabajo sera

sustentado de tal manera que rectifigue y asegure la inexistencia de
plagio.
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L. RESULTADOS:

Se realizaron las pruebas pertinentes para establecer si las variables siguen o
no la distribucién de normalidad para consecuentemente analizar las diferencias
significativas del recuer& celular por lamina de neutréfilos, macrofagos vy
linfocitos en el calostro de madres con y sin factores de riesgo de infeccion
neonatal.

Tabla 1. Normalidad de las variables NEUTROFILOS, MACROFAGOS y
LINFOCITOS en el calostro de madres con y sin factores de riesgo de

infeccion neonatal.

FACTORES DE = KOLMOGOROQV - SMIRNOV

RIESGO DE
VARIABLES .
INFECCION  ESTADISTICO GL SIG
NEONATAL
, PRESENTE 139 61 ,023°¢
NEUTROFILOS
AUSENTE .130 47 ,012¢
. PRESENTE a7 61 ,001¢
MACROFAGOS
AUSENTE .205 47 ,000°¢
PRESENTE .169 61 ,002¢
LINFOCITOS
AUSENTE .108 47 ,044¢

c. Correccidn de significacion de
Lilliefors.
Fuente: Datos recopilados

Tras la aplicacion de la prueba Kolmogorov-Smirnov, dado que tenemos una
muestra total mayor a 50, con una significancia menor a 0.05, inferimos que las
variables no siguen una distribucidon normal, por lo que la prueba a usar para
indp‘iendencia por comparacion de medias sera el estadigrafo no paramétrico
U - Mann Whitney.
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Tabla 2. Prueba de independalcia de NEUTROFILOS, MACROFAGOS y
LINFOCITOS en el calostro de madres con y sin factores de riesgo de

infeccion neonatal.

FACTORES
DE RIESGO N° de
U - MANN
VARIABLES DE muestras p
. WHITNEY
INFECCION obtenidas
NEONATAL
NEUTROFILOS F. PRESENTE 61
238.00 .000
F. AUSENTE 47
MACROFAGOS F. PRESENTE 61
1086.50 .030
F. AUSENTE 47
LINFOCITOS  F. PRESENTE 61
488.00 .000
F. AUSENTE 47

a. Variable de agrupacion: PRESENCIA_FACTOR_RIESGO.
Salida SPSS
Fuente: Datos recopilados

Tras el andlisis de la data y aplicacién de la prueba estadistica U de Mann
Whitney evidenciamos una diferencia singicativa en cuanto a los Neutrdfilos,
Macréfagos y Linfocitca segln presencia de factores de riesgo neonatal en el
calostro de la madre, aceptandose la hipétesis del investigador planteada. (p-
valor < 0.05)
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Tabla 3. Distribucidon del recuento celulﬁ por lamina de NEUTROFILOS,
MACROFAGOS y LINFOCITOS en el calostro de madres con y sin factores de riesgo

de infeccion neonatal

.
FACTORES DE RIESGO DE INFECCION NEONATAL

RECUENTO
CELULAR POR PRESENTES AUSENTES Significancia
LAMINA Media Rango Media Rango P
(células/0.1 ml) (células/0.1 ml)

NEUTROFILOS 167 110 - 240 112 71-140 .000
MACROFAGOS 14 4 -35 12 2-32 .030
LINFOCITOS 20 10-32 13 5-21 .000
Total de células 201 137

Salida SPSS

Fuente: Datos recopifados

En la Tabla 3 visualizamos la media significativa (p-valor <0.05) para las laminas
segun el conteo de cada tipo de célula en andlisis y lo podemos observar
diferenciado en los grupos de calostro de madres con y sin de factores de riesgo
de infeccion neonatal. Observamos que la suma promediada de los 3 tipos de
células en analisis del calostro de las madres con factores de riesgo de infeccion
neonatal es 201 y en las madres sin factores de riesgo es 137. De manera
individual, el promedio de neutréfilos en presencia de factores de riesgo es 167
contra 112 en el grupo sin los factores; el promedio de macréfagos es 14 en el
calostro de madres con factores de riesgo de infeccion neonatal vs 12 en
ausencia de factores y por ultimo los linfocitos con una media de 20 frente a un

promedio de 13 en ausencia de factores de riesgo.
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Tabla 4. Distribucidon del recyento celular por lamina de totalidad celul
segln presencia y ausencia de factores de riesgo de infeccion neonatal y

variables intervinientes del total de laminas analizadas.

FACTORES DE RIESGO DE INFECCCION NEONATAL

VARIABLES PRESENCIA AUSENCIA Significancia

INTERVINIENTES Media Media
(células /0.1 ml) (células /0.1 ml) P

Edad
18-29 207 149 .000
30-35 220 150 .000
Tipo parto
Vaginal 201 151 .036
Cesarea 214 149 .000
Sexo RN
M 226 160 .000
F 208 141 .000
Procedencia
Rural 214 146 .000
Urbana 207 153 .000
Salida SPSS

Fuente: Datos recopilados

En la Tabla 4 visualizamos la media significativa (p-valor < 0.05) para las laminas,
segun el total de células en analisis y lo podemos observar diferenciado en los
grupos calostro de madre con presencia y ausencia de factores de riesgo de
infeccidn neonatal segln las variables intervinientes.

En el grupo de factores, al analizar el recuento celular total, las madres entre 18
y 29 anos mostraron un promedio de 207 y en el grupo sin factores 149; las
madres entre 30 y 35 afios con factores fue 220 vs 150 sin factores.

Respecto al tipo de parto, aquellas con parto vaginal en el grupo de factores
presentaron un promedio de 201 vs 151 en el grupo sin factores; para las de

parto por ceséarea el promedio con factores fue de 214 vs 149 sin los mismos.
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Segun el sexo del recién nacido, para el masculino en el grupo de madres con
factores el promedio fue de 226 vs 160; mientras que para el sexo femenino de
los recién nacidos en el grupo de madres con factores el promedio fue de 208 vs
141 sin factores.

Para la procedencia, las madres de procedencia rural presentaron un promedio
en el grupo de factores de 214 vs 146 en aquellas sin factores; respecto a la

procedencia urbana fue de 207 con factores y 153 sin factores.

22




Tabla 5. Distribucion del recuento celular por lamina de neutrdfilos,
ﬁosinéfilos, macréfagos y linfocitos segin presencia de factores de riesgo

y variables intervinientes de todas las laminas analizadas.

NEUTROFILOS MACROFAGOS LINFOCITOS

VARIABLES PRESENCIA AUSENCIA S

a. PRESENCIA AUSENCIA Sig. PRESENCIA AUSENCIA Sig.

Media Media Media Media Media Media
(cel./0.1ml) (cel/0.1ml) P (cel/0.1ml) (cel/0.iml) P (cel/0.1ml) (cel/0.1ml) P

Edad

165 113 .000 14 13 .268 19 14 .000
18 - 29

170 111 .000 15 11 .062 22 13 .000
30-35
Tipo parto

. 159 112 .005 13 11 .094 19 12 .002
Vaginal
. 169 112 .000 14 12 122 20 14 .000

Cesarea
Sexo RN

182 115 15 15 19 14
M .000 .565 .005
F 163 110 .000 14 10 .003 20 13 .000
Procedencia

168 113 .000 14 13 .293 21 14 .000
Rural

165 111 .000 14 11 .046 19 11 .008
Urbana

Fuente: Datos recopilados

En la Tabla 5 visualizamos la media significativa (p-valor < 0.05) para cada tipo
de célula, y lo podemos observar diferenciado en los grupos de calostro de
madres con y sin factores de riesgo segun las variables intervinientes.

El promedio de neutréfilos en presencia de factores de riesgo (PFR) cuyas
madres tenfan edades comprendidas entre 18 y 29 afios fue 165 y en ausencia
de factores de riesgo (AFR) 113 (p<0.05); en PFR para madres entre 30 y 35
anos de edad fue 170 y en AFR fue 111 (p<0.05); para el tipo de parto vaginal
en PFR fue 159 y en AFR fue 112 (p<0.05), en parto por cesarea para PFR el
promedio fue de 169y en AFR fue 112 (p<0.05); segln el sexo del recién nacido
para masculinos fue de 182 en PFR mientras que en AFR fue 115 (p<0.05) y en
cuanto al sexo femenino para PFR 163 mientras que en AFR 110 (p<0.05);
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respecto a la procedencia para las madres de procedencia rural el promedio fue
de 168 en PFR mientras que 113 en AFR (p<0.05) y para las de procedencia
urbana en PFR la media fue 165 vs 111 en AFR (p<0.05). 1

El promedio de macréfagos en presencia de factores de riesgo (PFR) cuyas
madres tenian edades comprendidas entre 18 y 29 anos fue 14 y en ausencia
de factores de riesgo (AFR) 13 (p>0.05); en PFR para madres entre 30 y 35 afios
de edad fue 15 y en AFR fue 11 (p>0.05); para el tipo de parto vaginal en PFR
fue 13 y en AFR fue 11 (p>0.05), en parto por cesarea para PFR el promedio
fue de 14 y en AFR fue 12 (p>0.05); segun el sexo del recién nacido para
masculinos fue de 15 en PFR al igual que en el grupo con AFR, en cuanto al
sexo femenino para PFR 14 mientras que en AFR 10 (p<0.05); respecto a las
madres de procedencia rural el promedio fue de 14 en PFR mientras que 13 en
AFR (p<0.05) y para las de procedencia urbana en PFR la media fue 14 vs 11
en AFR (p>0.05).

El promedio de linfocitos en presencia de factores de riesgo (PFR) cuyas madres
tenian edades comprendidas entre 18 y 29 anos fue 19 y en ausencia de factores
de riesgo (AFR) 14 (p<0.05); en PFR para madres entre 30 y 35 afios de edad
fue 22 y en AFR fue 13 (p<0.05); para el tipo de parto vaginal en PFR fue 19 y
en AFR fue 12 (p<0.05), en parto por cesarea para PFR el promedio fue de 20
y en AFR fue 14 (p<0.05); segun el sexo del recién nacido para masculinos fue
de 19 en PFR mientras que en AFR fue 14 (p<0.05) y en cuanto al sexo femenino
para PFR 20 mientras que en AFR 13 (p<0.05); respecto a las madres de
procedencia rural el promedio fue de 21 en PFR mientras que 14 en AFR
(p<0.05) y para las de procedencia urbana en PFR la media fue 19 vs 11 en
AFR (p<0.05).

Se evidencia en cuanto a los neutréfilos, macréfagos y linfocitos que la media
del conteo celular es mayor en el grupo de madres con presencia de factores de
riesgo que en las que carecen de los mismos, mostrando diferencia significativa

(p-valor < 0.05).
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IV. DISCUCION

La alimentacion de los recién nacidos es muy importante para su desarrollcﬁr
crecimiento, es por eso que el rol de la leche materna toma relevancia ya que se
encuentra compuesta por nutrientes, proteinas, enzimas y otros elementos
celulares que juegan un papel fundamental en la proteccion del bebé. (25) El
primer alimento del bebé es la leche materna, especificamente el calostro, el cual
se caracteriza por su tonalidad amarillenta debido a la presencia de altas
concentraciones de nutrientes, resaltando su celularidad con alto valor
inmunologico. (26)
En este estudio, se observa una diferencia estadisticamente relevante entre el
recuento de neutréfilos, linfocitos y macrofagos en el calostro de madres con
factores de riesgo neonatal vs el grupo sin factores de riesgo, resaltando en el
primero el gran aumento de celularidad, especialmente de los neutroéfilos, siendo
esta celularidad la de mayor diferencia estadistica. El resultado responde al
objetivo general planteado coincidiendo con la hipotesis alternativa propuesta.
Esta informacién es de importancia dado que el sistema inmaduro del neonato,
esta expuesto a multiples microrganismos que pueden generar infecciones, y si
a esta amenaza latente se le suma los factores de riesgo evaluados en este
estudio la tasa probable de infeccién se eleva exponencialmente. (27) Es aqui
cuando el calostro entra en accion demostrando la gran capacidad del cuerpo
humano materno que no solo se conforma con crear su inmunidad, sino que
también transmite un gran nimero de células inmunitarias (28), y reafirmando la
importancia de brindar constantemente la lactancia materna permanente, es
decir no interrumpida y de manera oportuna

Ademas, los hallazgos de este estudio coinciden con investigaciones previas
como Foteini H. et.al. el cual estudia el cambio leucocitario del calostro en
madres sanas y como se ve influenciado por las infecciones de la misma. En
este estudio se presenté un nivel de 13 a 70% de leucocitos en la leche de
madres sanas sin embargo este porcentaje incrementaria a un 94% cuando la
madre y/a bebé presentaba alguna infeccion. Este estudio recalca la importancia
del consumo del calostro pues brinda un apoyo inmunolégico adicional al lactante
frente a nuevas infecciones debido a una respuesta rapida de los leucocitos en

la leche materna por infecciones de la madre y/o el lactante. (29).
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Asi mismo estos hallazgos se complementan con el de Yinying Z. et.al que
encontr6 un incremento de macréfagos alojados en la leche materna posterior a
una infeccion que presentaban los lactantes, sugiriendo ademas que en los
recuentos celulares de macréfagos en leche y en sangre son diferentes; siendo
superiores las de la leche materna, esto es explicado porque la leche materna
tiene como finalidad brindar un perfil inmunoldgico adecuado al lactante viendo
como una estrategia adicional de proteccion infantil. (30)
Otro dato importante a resaltar es que al analisis de las variables intervinientes
planteadas se observé una diferencia significativa entre los linfocitos y neutréfilos
e las madres de procedencia rural y urbana, siendo en ambos grupags (calostro
de madres con factores de riesgo de infeccién neonatal y calostro de madres sin
factores de riesgo de infecciéweonatal) mayor el recuento celular en las madres
de origen rural, esto coincide con el estudio de Maria de Lourdes et al., quienes
notaron un recuento celular significativamente mayor de linfocitos vy
polimorfonucleares en el calostro de mujeres que presentaban niveles
socioeconémicos bajos, en contraste con aquellos que no se encontraban
atravesando esta situacion. Aqui se explica que este aumento de las células
inmunologicas en el calostro de las madres de bajos recursos se debe a que al
pertenecer a una situacion econémicamente baja se encuentran en mayor riesgo
de adquirir infecciones durante su embarazo y que precisamente los
polimorfonucleares y las otras células ya mencionadas son las que participan en
estos procesos. (31)
Respecto al primer y segundo objetivo especifico, se logré determinar el recuento
Especiﬁco de cada célula evaluada (neutrdfilo, linfocito y macréfago) del calostro
de madres con y sin factores de riesgo de infeccion neonatal para lo cual se
utilizé la coloracion Papanicolau, la cual nos permite visualizar y diferenciar los
nucleos de las células de su citoplasma, lo que nos ayuda a definir de las células
que estamos en base a al tamafio citoplasmico y la morfologia nuclear. (32)
(ANEXO 5)
Con respecto al tercer objetivo especifico se logré comparar el recuento de los
celular de ambos grupos evaluados, encontrando, como ya fua descrito
anteriormente, una elevacion del recuento celular total en el calostro de madres

con factores de riesgo de infeccion neonatal, este resultado probablemente se
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expligue debido a una alteracién del eje entero- bronco-mamario, el cual segun
Callixto, et al, al producirse una infeccion, los antigenos son captados por los
distintos tejidos linfoides, donde es sensibilizado por los linfocitos, alterando este
eje y generando un reclutamiento de células proinflamatorias como los
macréfagos, neutréfilos y linfocitos para la produccion de anticuerpos. (33). Cada
uno de estos grupos celulares desempefia un papel crucial en la proteccién del
neonato, trabajando conjuntamente para prevenir posibles infecciones que

Finalmente la principal limitacion en esta investigacion radicaron en que el

podrian representar una amenaza para su vida. (34).

recuento de células se llevs a cabc“nediante procedimientos microscépicos, lo
que posibilita la observacion de las células en la leche materna, pero no
proporciona informacion sobre su viabilidad, siendo importante recalcar que no
se prolong6 la evaluacién de los neonatos durante un periodo mas extenso para
determinar si existia alguna relevancia clinica en relacion con la cantidad celular
obtenida a partir del recuento. Ademas, existe la posibilidad de sesgo en el
recuento celular, ya que podria haber variaciones celulares inducidas por
lesiones o laceraciones tanto en el interior como en el exterior de la mama, estas
situaciones podrian aumentar inmunoldgicamente la presencia de células del
sistema inmunitario. Se debe destacar que la inspeccion microscopica de las
células no posibilita la deteccion de la presencia de inmunoglobulinas u otras
moléculas inmunitarias, a diferencia de lo que lograria la técnica de
inmunohistoquimica, la cual se utiliza especificamente para identificar y
visualizar la presencia de proteinas particulares, como las inmunoglobulinas, en
las muestras biolégicas. Mientras que la revision microscépica s&centra en la
observacitn de la estructura y morfologia celular, lo cual se reviso en el presente

estudio.
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V. CONCLUSIONES:

o Existen diferencias significativas erbel recuento de neutréfilos,
macrofagos y linfocitos del calostro de madres con y sin factores
&e riesgo de infeccion neonatal

e La media | recuento celular de neutréfilos, linfocitos y
macrofagos del calostro de madres cB neonatos a término
adecuados para la edad gestacional con factores de riesgo
materno de infeccion neonatal fue mayor que en el calostro de
madres sin factores de riesgo de infeccion neonatal, siendo los

neutréfilos, la célula de mayor diferencia estadistica.
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VI. RECOMENDACIONES:

Todo centro de salud debe fomentar la lactancia materna precoz y
no interrumpida en todos los recién nacidos que toleren la via oral,
independiente si la mama tiene un factor de riesgo de infeccion
neonatal como RPM, corioamnionitis e ITU. En caso de que no se
posible la via oral la mejor alternativa es la calostroterapia.

Fomentar la realizacién de estudios de la misma linea de
investigacién de manera prospectiva y longitudinal, de tal forma
que puedan evaluar no solamente si hay un cambio en el calostro,
sino que la evaluacion perdure hasta el final de la lactancia
observando si las diferencias entre los grupos evaluados persisten

en todas las etapas de la lactancia.

Ampliar el estudio con otros analisis que puedan identificar tanto
los componentes celulares como los componentes moleculares
que influyan en la inmunidad humoral y celular.
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ANEXOS:

ANEXO 1: GUIA MINSA SOBRE LAS RECOMENDACIONES DE GANANCIA
DE PESO PARA GESTANTES SEGUN IMC PREGESTACIONAL
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ANEXO 2: CONSENTIMIENTO INFORMADO
Consentimiento informado

Yo con DNI _ declaro que he
sido invitada e informada para participar en el proyecto de investigacion
denominado “RECUENTO CELULAR DEL CALOSTRO DE MADRES CON Y SIN
FACTORES gPE RIESGO DE INFECCION NEONATAL. HOSPITAL BELEN DE
TRUWJILLO". Entiendo que este estudio busca determinar el recuento celular ga
linfocitos, macréfagos y polimorfonucleares presentes en el calostro materno de
madres con y sin fggtores de riesgo de infeccion que se llevara cabo en el area
de maternidad del Departamento de Neonatologia del Hospital Belén de Truijillo,
comprendo que mi participacion es fundamental para llevar a cabo la
investigacion. Colaboraré con la donacion de dos gotas de calostro; ademés se
me explicé que la informacion recolectada sera confidencial, y que los nombres
de los participantes seran asociados a un numero de serie.

Estoy en conocimiento que los datos del estudio de mi muestra podré conocerlos
si los requiero y que no existira retribucién econémica o de otra indole por mi
participacion. Tengo conocimiento que la presente investigacion contribuira a
profundizar en el estudio de la lactancia materna y los beneficios inmunoldgicos
para los bebés.

Asimismo, sé que puedo negarme a la participacion sin consecuencias negativas
para mi.

En senal de conformidad, acepto voluntariamente participar en este estudio y
declaro haber recibido una copia del presente documento.

Nombre y Apellidos. ........cooiiiiiiiiii e, Firma[
Fecha ...,

Revocatoria a participacion:
Por la presente firma declaro mi negativa a participar del estudio:
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.
ANEXO 3: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Hoja de recoleccidn de datos Hoja Ndmero:

Trabajo de Investigacion: “RECUENTO CELULAR DEL CALOSTRO DE MADRES
CON Y SIN FACTORES DE RIESGO DE INFECCION NEONATAL. HOSPITAL
BELEN DE TRUJILLO”

L NEONATO ADECUADO PARA LA EDAD GESTACIONAL:

Sexo:M( ) F()
EDAD GESTACIONAL:

FACTOR DE RIESGO MATERNO SI( ) NO( )
e ITU (
(
(

+ Rotura prematura de membrana>18horas
¢ Corioamnionitis

—_———0

L. MADRE:

N° de paciente previamente designado al neonato: ........
N° historia clinica: .......

Edad: ..o anos

Tipo de parto: Cesarea () Vaginal
Procedencia: Urbana () Rural

——
—

1. CALOSTRO:
Células Recuento absoluto de células
por lamina

Macrofagos

Linfocitos

Neutréfilos

Total
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ANEXO 4: INSTRUCCIONES PARA LA COLORACION PAPANICOLAU(PAP)

COLORACION PAP

1. Rotular las léaminas de acuerdo al numero asignado usando un lapiz punta de
diamante.

2. Sumergir las laminas en alcohol al 96% (retirar exceso de fijacion).

3. Pasar la canastilla con laminas por agua corriente hasta que esta aclare,
luego dejar escurrir (hidratacion).

4. Sumergir las laminas en Hematoxilina.

5. Pasar la canastilla con laminas por agua corriente hasta que esta aclare,
luego dejar escurrir.

6. Sumergir las laminas en agua acida o alcohol acido.

7. Sumergir las laminas en agua amoniacal o carbonato de litio.
8. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol al 96%.

9. Sumergir la canastilla en Orange G y dejar escurrir.

10. Sumergir la canastfilla con laminas en etanol al 96%.

11. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol al 96%.

12. Sumergir la canastilla en EA 36 o EA 50 y dejar escurrir.

13. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol al 96% (realizar el
procedimiento dos veces consecutivas).

14. Sumergir la canastilla con laminas en alcohol etilico absoluto (realizar el
procedimiento dos veces consecutivas).

15. Sumergir la canastilla en xilol o sustituto de xilol, y escurrir el excedente
(realizar el procedimiento tres veces consecutivas).
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ANEXO 5: IMAGENES DE LAMINAS DEL ANALISIS DE CALOSTRO DE
MADRES CON Y SIN FACTORES DE RIESGO DE INFECCION NEONATAL

Figura 01: Extendido de lamina
numero 02 coloreada con
tincibn PAP visto a 40 x
correspondiente a una muestra
de calostro de madre sin
factores de riesgo de infeccién

neonatal

Figura 02: Extendido de lamina
nimero 24 coloreada con
tincibn PAP visto a 40 x
correspondiente a una mueara
de calostro de madre con
factores de riesgo de infeccidn

neonatal
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Figura 03: Extendido de lamina nﬁmer&ﬁﬂ
(muestra de calostro de madre con
factores de riesgo de infeccion neonatal)
donde se observa linfocito(flechas
amarillas) neutréfilos(flechas azules) y
macroéfagos (flechas rojas)

Figura 04: Extendido de lamina
numero 64 (muestra de calostro de
madre sin factores de riesgo de
infeccion neonatal) donde se
observa linfocito(flechas amarillas)
neutréfilos(flechas  azules) vy
macréfagos (flechas rojas)

Figura 05: Extendido de lamina m'mEro
70 (muestra de calostro de madre con
factores de riesgo de infeccion neonatal)
donde se observa a mayor aumento cada
grupo celular mencionado anterior-
mente: linfocitos (flechas amarillas),
neutréfilos (flechas azules) Yy
macréfagos (flechas rojas).
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