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RESUMEN

Prevalencia de microorganismos oportunistas y de biota normal en enterocolitis neutropénica en pacientes
pediatricos oncohematolégicos

ANTECEDENTES

En pacientes que cursan con compromiso del estado inmunologico, tales como asplenia anatémica o
funcional, HIV/SIDA, neutropénicos febriles, uso de medicacion inmunosupresora, desnutricion, y
enfermedades malignas, pueden provocar infecciones por la biota normal intestinal o patégena y provocar
diarrea aguda. Las infecciones intestinales una vez establecidas en este tipo de pacientes, tienen una gran
tendencia a la diseminacion sistémica, a diferencia de los hospederos normales que en la gran mayoria se
autolimitan. En los Estados Unidos de Norteamérica, al igual que en México, la incidencia exacta y el
rango de prevalencia son desconocidos, ya que muchos de los pacientes sobreviven y nunca son
diagnosticados. El rango entre el inicio de neutropenia y dolor abdominal varia entre 5 y 25 dias. El dafio a
la mucosa intestinal puede ser causado por multiples factores. La infiltracion de la mucosa por células
leucémicas y linfomatosas precipita la formacion de Ulceras en el epitelio. Los microorganismos
considerados como parte de una biota normal de colon en el paciente pediatrico onco hemato6logico son a
corto o largo plazo contribuyentes de la prevalencia de enterocolitis neutropénica secundaria a los multiples
procedimientos quimioterapéuticos que como principal consecuencia directa es la neutropenia. Es por esto
que agentes tales como Pseudomonas sp, Staphylococo sp, Klebsiella sp, Proteus mirabilis, Serratia
marcescens, Escherichia coli, Enterobacter sp. entre otros que en pacientes inmunocompetentes no
simbolizan un riesgo latente de complicacion, sin embargo deberadn ser considerados como agentes
bioldgicos potenciales de enterocolitis neutropénica, siendo de vital importancia su deteccién y la
determinacion de su prevalencia en la poblacion con las caracteristicas antes mencionadas.

OBJETIVO

Determinar la Prevalencia de microorganismos oportunistas y de biota normal en enterocolitis
neutropénica de pacientes pediatricos oncohematol6gicos.

MATERIAL Y METODOS

Muestra obtenida por hisopo de region anal, de pacientes pediatricos oncohematoldgicos con el
diagnoéstico de enterocolitis neutropénica del servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General
Gaudencio Gonzalez Garza del Centro Médico Nacional La Raza.

En el caso de cualquier otro microorganismo o de sospecha de Enterococcus sp, una vez obtenido el
crecimiento en agar sangre se procederd a su identificacion por genero y especie por medio de sistema
automatizado VITEK el cual consiste en colocar una concentracion bacteriana de 0.5 a 0.65( por analizador
de turbidez o nefelometria ) en tubo de ensayo con solucion salina al 0.45% y se colocara en tarjetas de
seleccién GP para su identificacion y tarjeta de sensibilidad GP-61 y se correrd el analisis pudiendo
identificar al microorganismo posterior a 24 hrs. Se leeran resultados y se reportaran. En el caso de
Cryptosporidium sp. se confirmara su presencia con la tincion de Ziehl-Neelsen modificada de Kinyoun.
Para el caso de Candida sp. por su crecimiento en medio selectivo cromogeénico y dependiento del color se
reportara la especie.



TITULO

Prevalencia de microorganismos oportunistas y de biota normal en enterocolitis neutropénica en pacientes

pediatricos oncohematoldgicos

ANTECEDENTES CIENTIFICOS

Las primeras descripciones de la colitis neutropénica fueron reportes de autopsia o en enfermos en fase
terminal de leucemia aguda (1-2).

La colitis neutropénica se presenta como una complicacion en nifios o adultos con leucemia aguda o
linfomas. La enfermedad también ha sido descrita como resultado del tratamiento de neoplasias sélidas,
mieloma mdaltiple, anemia aplasica, osteosarcoma, en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida y en
pacientes con trasplante de médula dsea (3).

En los Estados Unidos de Norteamérica, al igual que en México, la incidencia exacta y el rango de
prevalencia son desconocidos, ya que muchos de los pacientes sobreviven y nunca son diagnosticados. Un
estudio de autopsias en nifios tratados por padecimientos hematoldgicos, reportd una prevalencia del 24%.
En otro estudio se report6 una frecuencia del 33% en nifios tratados por leucemia mielogénica aguda. Los
sintomas y signos que se presentan en la colitis neutropénica son: fiebre, diarrea y dolor abdominal,
principalmente en el cuadrante inferior derecho. El rango entre el inicio de neutropenia y dolor abdominal
varia entre 5 y 25 dias. Con frecuencia se encuentra sangre oculta en heces; el resto de los estudios de
laboratorio son inespecificos y la mayoria de las veces sin apoyo de estudios de gabinete como tomografia
axial computada ya que la informacion que aportan no cambia el tratamiento ni la evolucién de los
pacientes (4). El diagnéstico se debe sospechar en todo paciente que presenta sintomatologia abdominal y
que esté recibiendo quimioterapia.(5)

Muchos factores juegan un papel potencialmente importante la patogénesis de la enfermedad, que incluye

una neutropenia leve con una cuenta menor de 1,000 por mma3. La distension cecal primaria o secundaria,



puede comprometer el aporte sanguineo, produciendo un dafio a la mucosa. El uso de antibioticos y
esteroides pueden contribuir a alterar la flora bacteriana entérica y favorecer el sobre crecimiento de
hongos. La distension cecal puede dafiar el aporte sanguineo, produciendo una isquemia de la mucosa y
ulceracion. La invasion bacteriana permite la penetracion transmural y por Gltimo, la perforacién. La
necrosis de la mucosa y la submucosa puede provocar una hemorragia intramural. La invasion neoplésica
puede estar presente en algunos pacientes. El dafio a la mucosa intestinal puede ser causado por multiples
factores.(6) La infiltracion de la mucosa por células leucémicas y linfomatosas precipita la formacion de
Ulceras en el epitelio. La relativa rareza de la enterocolitis neutropénica en pacientes con neoplasias solidas,
puede deberse a la invasion de la serosa, a diferencia de las enfermedades hematoldgicas que infiltran a la
mucosa. Por ultimo, se puede presentar perforacion intestinal y consecuentemente peritonitis. La franca
relacion con la administracion de agentes citotoxicos y la aparicion de la colitis neutropénica, sugiere que
el dafio producido por la droga juega un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Por
mecanismos no del todo conocidos, la neutropenia grave puede causar ulceraciones de la mucosa colénica,
como se observa en la neutropenia ciclica. Otro factor precipitante es la infeccién local por bacterias o por
hongos, que dafian la mucosa intestinal, provocando necrosis por infiltrado leucémico. (7) La hemorragia
transmural suele ser causada por una trombocitopenia severa y la isquemia de la mucosa intestinal por
sepsis inducida por hipotension. Cuando existe dafio intestinal, la barrera de la mucosa se pierde y la
invasion por organismos entéricos normales y oportunistas se facilita, particularmente en los enfermos
inmunosuprimidos. Posteriormente la infeccion de la pared intestinal puede aumentar el dafio con necrosis
tisular. La importancia de este proceso patoldgico es la ruta en que la infeccion amenaza la vida, mostrando
los resultados basados en las necropsias.(8-9)

Pefia et al, en una serie de 32 autopsias de pacientes con neoplasias hematoldgicas v tiflitis, encontraron en
los cortes histoldgicos: edema, congestion vascular de la mucosa y en algunos casos necrosis extensa o
focal acompafnada de hemorragia a nivel de la submucosa, colonizacién bacteriana y en ocasiones por

hongos; en los cultivos de tejido los principales aislamientos correspondieron a Klebsiella pneumoniae, )
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Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterococcus spp., Citrobacter freundii
y Candida spp. (3)

Uno de los agentes poco estudiados de los cuales no se tiene una incidencia en México es la
criptosporidiosis.

La criptosporidiosis es una de las infecciones parasitarias emergentes del siglo XX considerada hoy como
un problema de salud publica(10). En los nifios, su morbilidad depende del grado de inmunocompromiso;
en el caso de nifios inmunocompetentes, la infeccion por Cryptosporidium parvum usualmente se
autolimita, con 6.4% en el asintomético y 4.4% en el sintomatico; pero en el nifio inmunocomprometido,
principalmente en el nifio con infeccion por VIH/ SIDA, la infeccion a menudo se prolonga, pues provoca
debilitamiento y a veces diarreas fatales, con 22% en el asintomatico y 4.8% en el sintomatico (11-12). En
este Gltimo grupo de nifios, si bien es cierto que la criptosporidiosis entérica es un grave problema en
estados avanzados, se sabe que no induce malabsorcién intestinal, pero presentan diarrea de componente
secretor y su recuperacion es independiente de la terapia instaurada. Aunque no se conoce la epidemiologia
de la criptosporidiosis en nifios con cancer, ni tampoco su tratamiento, sin embargo, se han informado
casos de infecciones severas, que quiza contribuyen a su mortalidad.(13) Algunos de los estudios realizados
fueron en 98 nifios entre 1 y 14 afios con diagnostico de enfermedad hemato oncoldgica reportaron una
prevalencia de Cryptosporidium sp de 12.35% detectado por ELISA y 7.86% con tinciones para
microorganismos acido alcohol resistentes (11-13), en otro estudio realizado se logré observar una
prevalencia de 6.3% en 214 pacientes con diarrea asociada a inmunosupresion. Es por esto que es de suma
importancia el escrutinio de infecciones por Cryptosporidium sp.(12)

Otros agentes infecciosos importantes son los hongos, en el caso de Candida sp la cual se le conoce como
agente infeccioso oportunista por excelencia en pacientes inmunocomprometidos secundario a
enfermedades onco hematoldgicas. En uno de los estudios realizados en el que su principal objetivo era

relacionar la prevalencia con la mortalidad en 492 nifios con el diagndstico de leucemia mieloblastica,

encontrando que al menos un 60% de los pacientes presentaron al menos en una ocasion de los 3 ciclos




quimioterapeuticos infeccion por Candida sp. ocasionando 58 muertes con una mortalidad acumulada
relacionada a la infeccion de 11% correspondiendo a un 25.9% por Candida sp (14)

Otro organismo no menos importante es el Enterococcus sp. el cual ha sido responsable hasta en un 5% de
la mortalidad en pacientes con el diagndstico de Enterocolitis neutropénica. (9-10) La caracteristica mas
importante de este género es su alto nivel de resistencia antibidtica. Algunos enterococcus son
intrinsecamente resistentes a los antibidticos basados en produccion de p-lactamasa. Desde 1980, han
aparecido cepas particularmente virulentas de Enterococcus resistentes a la vancomicina (VRE) en
infecciones hospitalarias de pacientes hospitalizados, especialmente en EE.UU. (11)

Los enterococcus, a pesar de formar parte de la flora intestinal de los individuos sanos, son uno de los
principales patdgenos nosocomiales, en claro ascenso durante las Gltimas décadas (15).

La especie aislada con mayor frecuencia es Enterococcus faecalis (80-90%), seguida de lejos por
Enterococcus faecium (5-10%). Los enterococcus son intrinsecamente resistentes a un gran nimero de
antibidticos incluyendo B-lactamicos, lincosaminas, aminoglucésidos y trimetoprim-sulfametoxazol v,
ademas,presentan una gran capacidad para adquirir nuevas resistencias. También son de forma natural
altamente resistentes a las cefalosporinas y penicilinas resistentes a la penicilinasa, hecho que ha
favorecido enormemente su seleccion en el ambiente hospitalario. Aunque, a diferencia de E. faecium, E.
faecalis es generalmente sensible a la penicilina y ampicilina, las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) para estos B-lactamicos son entre 10 y 100 veces mas altas que en los estreptococcus. (15) Ademas
de esta resistencia intrinseca, tanto los antibidticos B-lactdmicos como los glucopéptidos, presentan
actividad bacteriostatica frente a los enterococcus lo cual hace necesario recurrir a combinaciones con
aminoglucoésidos para conseguir el efecto bactericida necesario para el

tratamiento de infecciones graves como la endocarditis, enterocolitis neutropénica o la meningitis.(16)

La colitis neutropénica constituye un sindrome multifactorial de creciente importancia en pacientes con

neoplasias hematoldgicas expuestos a terapias citotoxicas con agentes como arabindsido de citosina,

etopdsido, vincristina, ciclofosfamida y corticoides. En la actualidad se diagnostica con mayor frecuencia, -
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http://es.wikipedia.org/wiki/Resistencia_antibi%C3%B3tica
http://en.wiktionary.org/wiki/intr%C3%ADnseco
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por sus caracteristicas clinicas y se confirma usualmente a través de ecografia 0 Tomografia Computada.
Corresponde a una complicacién de alta letalidad en pacientes con neutropenia en quienes las infecciones,
principalmente por gramnegativos, pueden ser un factor desencadenante importante y, posiblemente,
contribuir a la mortalidad (3)

Los microorganismos considerados como parte de una biota normal de colon en el paciente pediatrico onco
hematdlogico son a corto o largo plazo contribuyentes de la prevalencia de enterocolitis neutropénica
secundaria a los multiples procedimientos quimioterapéuticos que como principal consecuencia directa es
la neutropenia. (17) Es por esto que agentes tales como Pseudomonas sp, Staphylococo sp, Klebsiella sp,
Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Escherichia coli, Enterobacter sp. entre otros que en pacientes
inmunocompetentes no simbolizan un riesgo latente de complicacion, sin embargo deberan ser
considerados como agentes bioldgicos potenciales de enterocolitis neutropénica, siendo de vital
importancia su deteccion y la determinacion de su prevalencia en la poblacion con las caracteristicas antes

mencionadas.(18-19-20)




JUSTIFICACION

Algunos de los microorganismos presentes en la enterocolitis neutropénica en pacientes
oncohematologicos de los cuales originalmente se consideran como parte de una biota normal de colon en
el paciente pediatrico oncohematdlogico son a corto o largo plazo contribuyentes de la prevalencia de
enterocolitis neutropénica secundaria a los multiples procedimientos quimioterapéuticos que como
principal consecuencia directa es la neutropenia.

En los Estados Unidos de Norteamérica, al igual que en México, la incidencia exacta y el rango de
prevalencia son desconocidos, ya que muchos de los pacientes sobreviven y nunca son diagnosticados. El
diagndstico se debe sospechar en todo paciente que presenta sintomatologia abdominal y que esté
recibiendo quimioterapia para asi poder disminuir factores de morbi-mortalidad en este particular grupo de
pacientes siendo de vital importancia el de definir esta prevalencia dentro del servicio de Hematologia
Pediatrica del Hospital General Gaudencio Gonzalez Garza teniendo en cuenta que es una de las unidades
hospitalarias privilegiadas que cuentan con este servicid y por la concentracion de poblacién que presenta
tanto local como a nivel nacional dando un gran valor a los resultados obtenidos para poder contar con una
prevalencia no solo en un estrato pediatrico de pacientes si no el poder mejorar la calidad en la atencion
con la disminucién de factores de morbi mortalidad, evitar multi resistencias a espectros de antibi6ticos

por los diferentes esquemas de terapia empirica.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢, Cual es la Prevalencia de microorganismos oportunistas y de biota normal tomados mediante hisopado
rectal en enterocolitis neutropénica en pacientes pediatricos oncohematoldgicos que se encuentren en
neutropenia por quimioterapia del servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General Gaudencio

Gonzalez Garza del Centro Médico Nacional La Raza?.

Al



OBJETIVOS

GENERAL
1. Determinar la Prevalencia de microorganismos oportunistas y de biota normal, en enterocolitis

neutropénica de pacientes pediatricos oncohematoldgicos.

ESPECIFICOS
1. Establecer la Prevalencia de Cryptosporidium sp, Candida sp, Enterococcus sp en pacientes
pediatricos oncohematoldgicos.
2. Establecer la prevalencia de enteropatdgenos bacterianos potenciales.

3. Establecer la prevalencia de biota normal de colon como etiologia de la enterocolitis neutropénica



MATERIAL Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO

Muestra obtenida por hisopo de region anal, de pacientes pediatricos oncohematologicos con el
diagnostico de enterocolitis neutropénica del servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General
Gaudencio Gonzalez Garza del Centro Médico Nacional La Raza que presentaron el diagndstico solo de
leucemias agudas con edades entre 0 y 16 afios de edad en el periodo de agosto del 2009 a noviembre del

mismo afio que cumplieron con los criterios de seleccion.

SELECCION DE LA MUESTRA

Pacientes pediatricos con el diagnostico de enfermedad oncohematol6gica que presentaron dolor
abdominal, fiebre, evacuaciones diarreicas agudas o0 persistentes secundarias a neutropenia por
procedimientos quimioterapéuticos con diagndéstico clinico de colitis neutropénica o confirmado por
estudios de gabinete que aceptaron participar en el protocolo de investigacion bajo consentimiento

informado.

DISENO DEL ESTUDIO
Descriptivo

Prospectivo
Observacional

Transversal



Independiente

1. Enterocolitis neutropénica

Dependiente

1.

2.

Biota normal de colon
Cryptosporidium sp
Candida sp

Enterococcus sp

IDENTIFICACION DE VARIABLES

dicotdbmica

dicotomica
dicotomica
dicotomica

dicotomica

ausente o presente

ausente o presente
ausente o presente
ausente o presente

ausente o presente



DEFINICION DE VARIABLES

BIOTA NORMAL DE COLON:

CONCEPTUAL.: flora muy compleja, compuesta por 200 a 220 especies distintas que en el recién nacido,
se produce por una inoculacién oral a partir de la flora vaginal y gastrointestinal de la madre, originando un
tipo de flora inicial. Después viene el efecto de la dieta, que determina un predominio de bifido bacterias en
los lactantes alimentados al pecho y flora diversa en los que reciben formula. Por ultimo, con la ablactacion
se produce una flora de transicion y un paso paulatino hacia la flora del adulto, la que esta influenciada por
factores intrinsecos (secreciones dentro del intestino) y extrinsecos (envejecimiento, dieta, estrés, ambiente
étnico, alimentos probidticos, etc.).

OPERACIONAL.: Presencia de méas de tres colonias de microorganismos considerados no patégenos en

pacientes con recuento de neutréfilos mayor a 1000 mm3 en medios de cultivo enriquecido.

Cryptosporidium sp.:

CONCEPTUAL.: es un agente infeccioso protozoario que causan criptosporidiosis. La infeccion causa
diarrea aguda, acuosa, no sanguinolenta en pacientes inmuno comprometidos. En infecciones HIV, puede
causar una diarrea acuosa, que puede asociarse con anorexia, ndusea/vomito y también dolor abdominal.
OPERACIONAL: Presencia de trofozoito en frotis fecal con tincion de KINYOUN en cualquier cantidad

numérica.

Candida sp.:

CONCEPTUAL: hongo diploide asexual (forma de levadura). Saprofito de la familia de los Sacaromicetos.
Normalmente se encuentra en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la vagina. Esta envuelta en

un rol relevante en la digestion de los azicares mediante un proceso de fermentacion.
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http://es.wikipedia.org/wiki/Hongo
http://es.wikipedia.org/wiki/Diploide
http://es.wikipedia.org/wiki/Reproducci%C3%B3n_asexual
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http://es.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae

OPERACIONAL: Crecimiento levaduriforme evidenciado por medio de agares cromogénicos selectivos

para especies del genero Candida.

Enterococcus sp.:

CONCEPTUAL: género de bacterias del &cido lactico Firmicutes. Los miembros de este género eran
clasificados como Streptococcus Grupo D hasta 1984 cuando los analisis de ADN gendmicos indicaron
que un género separado era méas apropiado. Los enterococos son coco Gram-positivos que se presentan en
parejas (diplococos), siendo dificil distinguirlos de Streptococcus s6lo en base a sus caracteristicas fisicas.
Dos de las especies son comensales en el intestino humano: E. faecalis y E. faecium. El enterococo es un
organismo facultativo anaerobio, esto es, prefiere usar oxigeno, aunque sobrevive bien en su ausencia.

Tipicamente exhiben gamma-hemolisis en agar sangre de cordero.

OPERACIONAL: Presencia de cocos gran positivos en medio de cultivo verificados por tinciones de

GRAM en extendido y confirmados por sistema automatizado VITEK.

ENTEROCOLITIS NEUTROPENICA:

CONCEPTUAL: Es un sindrome que se presenta con el uso intensivo de quimioterapia, particularmente en
pacientes con padecimientos hematoldgicos.

La enterocolitis neutropénica por lo regular se encuentra asociada a patologia hematoldgica maligna,
acompafiada de terapia inductora de neutropenia. La enterocolitis neutropénica es desencadenada por
multiples mecanismos, incluyendo el dafio fisico a la mucosa ileocecal y a infeccion por gérmenes
oportunistas que provocan complicaciones locales y sistémicas.

OPERACIONAL.: Presencia de fiebre, dolor abdominal, distencién abdominal, diarrea persistente con o sin

presencia de sangre en heces con recuento de neutréfilos menor a 1000 células por mma3.
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CRITERIOS DE SELECCION

Todos aquellos pacientes pediatricos con el diagnostico de enfermedad onco hematoldgica que

presentaron neutropenia secundaria a tratamiento quimioterapéutico y con dolor abdominal, fiebre y

diarrea aguda o cronica que aceptaron participar bajo consentimiento informado.

Todos aquellos pacientes pediatricos con enfermedad oncohemtaldgica que presentaron diarrea

aguda o croénica independientemente del régimen quimioterapéutico en el que se encontraba que

acepto bajo consentimiento informado

CRITERIOS DE NO SELECCION

Pacientes pediatricos que cumplieron criterios de seleccion pero que no aceptaron participar bajo

consentimiento informado.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Todos aquellos pacientes pediatricos que presentaron complicaciones técnicas o logisticas que

impidieron obtener, procesar o analizar la muestra obtenida por hisopado rectal.



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Obtencion de la muestra:

Se procedio a la muestra por medio de hisopos estériles siendo este procedimiento realizado por personal
capacitado.

Transporte de la muestra:

En caso de muestra obtenida por hisopo estéril se procedié a colocar en tubo de ensayo estéril con medio
de transporte Stuart para su conservacion.

Procesamiento de la muestra:

Se procedio a sembrar en medios de cultivo utilizando agar SS, agar Mc Conckey, agar sangre y agar
cromogénico para candida utilizando estriado masivo con asa estéril y se colocd en contenedor con
ambiente rico en didxido de carbono ( CO2) y se procedi6é a incubar a una temperatura de 37 grados
durante 24hrs.

Para la sospecha de infeccion por Cryptosporidium sp se procedio a la realizacion de tincion de Ziehl-

Neelsen para Bacilo alcohol &cido resistente ( BAAR). Bajo la modalidad de KINYOUN o técnica en frio:

1. Se realizo un frotis de la muestra.

1. La fijacién con metanol absoluto asegur6 de que el frotis quede adherido al portaobjetos. Un
frotis muy delgado puede dar resultados falsamente negativos y un frotis muy grueso puede
desprenderse del portaobjetos durante la tincién.

2. Aplicar fucsina-fenicada.

1. Se dejo que el colorante permanezca sobre los portaobjetos durante 5 minutos. Y se enjuagé
con abundate agua.

3. Se procedid a colocar etanol al 50% Yy se enjuagd a chorro directo con agua.

4. Se decoloré con alcohol-acido.



1. Se cubrio cada portaobjetos con la solucion decolorante, tal como alcohol acido y se
mantuvo sobre el portaobjetos durante 30 segundos. Posteriormente se enjuagd con agua
una vez mas los portaobjetos y se quito el exceso de agua. Si los portaobjetos ain estaban
rosa, se aplico una cantidad adicional de la solucion decolorante de 1 a 3 minutos.

5. Aplicacion de azul de metileno (1 minuto).
1. Se aplicd la solucion de contraste, azul de metileno, durante 1 minuto.
6. Enjuague con agua

1. Se volvié a enjuagar con un leve chorro de agua y se inclind cada portaobjetos hasta drenar
el exceso de agua. Finalmente, se coloco cada portaobjetos en una gradilla a que secara al
aire.

2. Posteriormente se coloco aceite de inmersion y se observé al microscopio con 10 x 100

Después de 24hrs de transcurrida la incubacion se leyeron los cultivos al microscopio con objetivo de

inmersion en aceite de 100x y se anotaron resultados.

Analisis de resultados

En el caso de Cryptosporidium sp. se confirmé su presencia con la tincion de Ziehl-Neelsen modificada de
Kinyoun. Para el caso de Candida sp. por su crecimiento en medio selectivo cromogénico y dependiento
del color se reporto la especie. En el caso de cualquier otro microorganismo o de sospecha de Enterococcus
sp, una vez obtenido el crecimiento en agar sangre se procedio a su identificacion por género y especie por
medio de sistema automatizado VITEK el cual consistié en colocar una concentracion bacteriana de 0.5 a
0.65( por analizador de turbidez o nefelometria ) en tubo de ensayo con solucién salina al 0.45% y se
colocd en tarjetas de seleccion GP para su identificacion y tarjeta de sensibilidad GP-61 y se corrié el

analisis pudiendo identificar al microorganismo posterior a 24 hrs. Se leyeron resultados y se reportaron.




ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis del estudio se utiliz estadistica descriptiva utilizando para las variables nominales X? con
correccion de Yates para valores esperados mayores a 5 y prueba Exacta de Fisher para valores esperados
menores a 5 en cualquiera de los valores introducidos en tablas de contingencia, y se calculo los valores de

p identificando los valores menores a 0.05 como estadisticamente significativos.

FW



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades

mayo

junio

julio

agosto

sept

octubre

noviembre

Diciembre

Correccioén de

protocolo

X

Revision y
autorizacion por

comité local

Estandarizacion de

técnicas

Captacion y
procesamiento de

muestras

Revision de
resultados, analisis

estadistico.

REPORTE FINAL
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RESULTADOS

Se obtuvieron 21 muestras de pacientes pediatricos oncohematolédgicos de agosto del 2009 a noviembre del
mismo afio, que presentaron colitis neutropénica durante su tratamiento con esquema quimioterapéutico en
el servicio de hematologia pediatrica del Hospital General Gaudencio Gonzalez Garza del Centro Medico

Nacional La Raza que cumplieron con todos los criterios de seleccion.
De las 21 muestras se obtuvo lo siguiente:

Por sexo 9 del sexo femenino y 12 del sexo masculino (Figura 1).

MASCULINO
57%

Figura 1. Distribucién por sexo.
Con edades entre los 12 meses de edad y 11 afios (figura 2).Se calculé la media y se asocid con la presencia

de géneros bacterianos encontrando que en pacientes menores a 6 afios la prevalencia de microorganismos

D
o)



GRAM + es mayor con respecto a pacientes mayores a 6 afios en los cuales se observaron mayor

prevalencia de microorganismos GRAM - con una p < 0.05.

De los 21 pacientes se observéd en mayor proporcion la existencia de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)
en un 57% con respecto a la Leucemia Mielobléstica Aguda (LMA) en un 43%,(figura 3) datos que

compartimos con la literatura al ser la LLA la mas frecuente en edades pediatricas.

Es importante mencionar que en cierta proporcién de pacientes no se presento fiebre al momento del
muestreo ya que por definicion su sistema inmunologico se encontraba disminuido o anulado, principio por

el cual no era posible sostener una respuesta inmunolégica inflamatoria eficaz. (figura 4).



Por edad:

Entre | afio 8 meses a 11 afios con una media de 4.45 afios (Figura 2).
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Figura 2. Distribucion por edad.
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Por patologia de base:
9 con leucemias mieloides agudas

12 con leucemia linfoides agudas (Figura 3).

Figura 3. Tipo de leucemia.

Temperatura durante el muestreo de pacientes con colitis neutropénica (Figura 4).
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Figura 4. Temperatura.
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El numero de leucocitos que se consideré como normal fue de 4 a 13.5 x 10% K/uL teniendo por definicion

los 21 pacientes leucopenia (figura 5).
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Pacientes

Figura 5. Recuento leucocitario. (Valores normales 4 a 13 x10° K/uL).
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Del recuento total de leucocitos por medio de sistemas automatizados por impedancia se determin6é nimero

de neutrofilos , los cuales son fundamentales en la fisiopatologia de la colitis neutropénica en el paciente

pediatrico oncohematoldgico, considerando de acuerdo a la literatura como neutropenia cifras menores a

1.5 x 10° K/uL y valores normales entre 2 y 6.9 x 10° K/uL (figura 6).
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Figura 6. Neutrofilos absolutos. (Valor normal de neutréfilos 2 a 6.9 x 10 K/uL).
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Recuento de plaquetas al momento del muestreo (Figura 7).
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Figura 7. Recuento de plaquetas.
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Niveles de Hemoglobina al momento del muestreo (Figura 8).
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Figura 8. Niveles de hemoglobina.
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Niveles de Hematocrito al momento del muestreo (Figura 9).

21

20

19

18

17

16

15

14

13

12

11

10

Pacientes

22.4

28.2

20.1

23.4

23.5

25.8

20.9

30.4

30.8

22.3

28.3

29.6

34.4

31.8

30.2

30.8

31

31.2

30.9

32.6

333

10

15

20 25 30

Hematocrito (%)

35

Figura 9. Niveles de hematocrito.
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Niveles de Deshidrogenasa Léactica (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de deshidrogenasa lactica. (valores normales 240-480 U/L ).

De acuerdo al tipo de microorganismos encontrados se observo una prevalencia del 68% de GRAM -, 20%
GRAM +, 6% de levaduras, 3% parasitos y 3% micobacterias (figura 11).

Levaduras Parasitos
6% 3%

Mycobacterias
3%

Figura 11. Frecuencia de microorganismos.
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Con respecto a los GRAM + se observé un predominio de Enterococcus sp en un 71% con respecto a

Stafilococccus sp en un 29% ( figura 12).

Figura 12. Frecuencia de microorganismos Gram +.

Escherichia coli representd el 44% de los GRAM -y la presencia de Enterobacter sp.y Klebsiella sp el

26% 'y 18% respectivamente. En menor proporcién se encontraron Serratia sp, Proteus sp y Pseudomonas

sp. en un 3% cada uno.(figura 13).

Serratia sp.
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Figura 13. Frecuencia de microorganismos Gram -.
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Tipo de aislamiento de microorganismos en los cultivos (Figura 14).

Figura 14. Tipo de aislamiento.

Numero de microorganismos encontrados por paciente (Figura 15).
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Figura 15. Namero de microorganismos.
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Antibioticos utilizados al momento del muestreo (Figura 16).

Boriconazol
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Figura 16. Antibioticos utilizados.
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DISCUSION

La colitis neutropénica en pacientes pediatricos con patologia de base oncohematologica sigue siendo un
factor de morbi mortalidad importante en este grupo de pacientes, con ausencia de estudios publicados que

determinen la prevalencia en nuestro pais.

Durante el desarrollo de este estudio se pudieron obtener resultados importantes en donde se observo que la
presencia de microorganismos Gram + representan un 20% de los microorganismos causales de colitis

neutropénica. Siendo dentro de éstos el Enterococcus sp. el mas representativo en el 71% de los casos.

El Enterococcus representa uno de los microorganismos mas importantes ya que se asocia en gran medida a
multi resistencias anti microbianas incluso a VVancomicina , observando que en el 100% de los casos con
Enterococcus se encontraban con triple esquema de antimicrobianos con ceftazidima, amikacina y

metronidazol. (11-15)

En el caso de las infecciones por microorganismos gram — se observé una prevalencia del 68% de los
pacientes en el que Escherichia coli representd un 44% con esquemas de uso de anti microbianos de

imipenem, vancomicina y metronidazol.

Observando el numero de leucocitos totales con el tipo de microorganismos encontrados se observo que los
pacientes que tuvieron cifras mayores a 1.5 presentaron infeccion por microorganismos GRAM + y los que

tuvieron cifras menores a 1.5 presentaron infecciones por GRAM — con una p <0.03.

Al momento del desarrollo colonial en los cultivos de los diferentes pacientes se aprecié un 57% de cultivo
mixto ( mas de dos microorganismos) y un 43% de cultivo puro ( solo un microorganismo) encontrando
que realizando una asociacion de acuerdo a la media de edad obtenida entre los pacientes del estudio se

obtuvo que en pacientes menores a 6 afios se encontraban cultivos mixtos y en pacientes mayores a 6 afios




se encontraban cultivos puros con una p < 0.01.(figura 14) En la que los microorganismos mayormente

encontrados en cultivos puros correspondian a agentes GRAM — p < 0.05.

Otro de los objetivos importantes de este estudio fue la determinacion de la prevalencia de
Cryptosporidium sp encontrdndose con una prevalencia del 3%, asi como de Candida sp con una
prevalencia del 6%. Es importante hacer énfasis en que tanto Cryptosporidium sp y Candida sp son
considerados como agentes oportunistas dentro de la literatura y que la asociacion como agentes causales
en enfermedades en donde se cursa con un inmunocompromiso importante oscila entre el 12% y el 6% por
lo que es importante observar que a pesar de que en estos valores se comprenden multiples patologias. La
presencia de una prevalencia del 3% exclusivo de colitis neutropénica en este estudio es importante (10-11-

13)

Cabe mencionar que a pesar de haber encontrado una prevalencia de Candida sp del 6% el 10% de los
pacientes se encontraban recibiendo de manera empirica algin anti mic6tico como anfotericina B,
boriconazol o fluconazol, esto se puede comparar al 22% de la prevalencia reportada en la literatura por

Candida sp en pacientes que se encontraban cursando con algun inmunocompromiso importante (14).

Dentro de nuestros objetivos obtenidos es trascendente sefialar que la prevalencia de microorganismos
considerados como flora normal entérica fueron considerados patdgenos potenciales en un 43% ya que se
encontraban en cultivo puro dentro de los que destacan Staphylococcus sp, Enterobacter sp, Pseudomona
sp y Proteus sp. Agentes que se consideran clasicos y de flora entérica normal en pacientes con un sistema

inmunoldégico competente (3).

El estudio microbioldgico de pacientes pediatricos oncohematoldgicos forma una piedra angular elemental
para el estudio integral en este grupo de pacientes, no solo para la optimizacion de un tratamiento
antimicrobiano especifico y oportuno si no para disminuir en gran proporcion la existencia de

microorganismos multi resistentes. (11)




Dentro del servicio de Hematologia Pediatrica se trata de manera empirica a todo paciente que presente
neutropenia secundaria a tratamientos quimioterapéuticos incluso antes de que presente cuadro diarreico,
para fines practicos la fiebre es el Unico criterio que se toma en cuenta para la instauracion de esquema con
antimicrobianos lo que para fines de discusion origina mayor selectividad de microorganismos y mayor

resistencia secundaria.

El diagndstico oportuno y la incorporacion de protocolos especificos para el estudio microbioldgico tanto
en el area clinica de Hematologia pediatrica como en el laboratorio de microbiologia son fundamentales.
La incorporacion de tinciones especiales, agares selectivos y pruebas bioquimicas deberan ser parte de la
bateria inicial de pruebas para el estudio de este grupo de pacientes no solo por los resultados descritos si
no como parte de un diagndstico fidedigno y completo que pueda disminuir en gran proporcion los altos
niveles de morbi mortalidad en el area clinica y de esta manera permitir la sobrevida de pacientes
oncohematologicos que en gran proporcion no acaban su tratamiento quimioterapéutico por las

complicaciones originadas por las inmunosupresiones tan severas secundarias.




CONCLUSION

Se observo que la presencia de microorganismos Gram + representan un 20% de los microorganismos
causales de colitis neutropénica. Siendo dentro de éstas el Enterococcus sp. el mas representativo en el 71%

de los casos por microorganismos de este género.

Mayor prevalencia de microorganismos gram + en pacientes menores a 6 afios y mayor prevalencia de
gram — en pacientes mayores a 6 afios. Asi como la asociacion con microorganismos gram + con recuento

leucocitario mayor a 1.5( x10% K/uL) y gram — con recuento leucocitario menor a 1.5 (x10° K/uL)

En el caso de las infecciones por microorganismos gram — se observd una prevalencia del 68% de los
pacientes en el que Escherichia coli representdé un 44% con esquemas de uso de anti microbianos de

imipenem, vancomicina y metronidazol.

La presencia de una prevalencia del 6% para Candida sp y 3% para Cryptosporidium sp exclusivo de colitis

neutropénica en este estudio es importante.

Fueron considerados patdgenos potenciales en un 43% ya que se encontraban en cultivo puro dentro de los
que destacan Staphylococcus sp, Enterobacter sp, Pseudomona sp y Proteus sp. Agentes que se consideran

clasicos y de flora entérica normal en pacientes con un sistema inmunologico competente.

La asociacion de cultivo puro en mayores de 6 afios de edad y la presencia de cultivo mixto en menores de

6 anos.




ASPECTOS ETICOS

El presente proyecto no interfirié en ningin momento con la atencién del paciente, se le inform6 de manera
amplia y lo mas claro posible en qué consistié su participacion asegurando la confidencialidad de su
persona, ademas de que los procedimientos estan de acuerdo con las normas éticas, el reglamento de la Ley
General de Salud en materia de Investigacion para la Salud y con la declaracion de Helsinki, los pacientes

firmaron consentimiento informado.




RECURSOS Y FACTIBILIDAD

Se conto con la infraestructura necesaria para la obtencion de la muestra, el procesamiento de la misma, los
cultivos necesarios y la evaluacion por medio de automatizadores (VITEK), en el laboratorio de
Microbiologia del Laboratorio Central del 5°. piso del Hospital General Gaudencio Gonzalez Garza de este
Centro Médico Nacional La Raza, asi como personal acorde para el desarrollo de este proyecto, al haber

tenido personal capacitado en la obtencion y procesamiento de la muestra.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOSPITAL GENERAL GAUDENCIO GONZALEZ GARZA
CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

Esta carta de consentimiento informado es para padres de nifios con edades entre 0 meses y
16 afios, que son atendidos en el Servicio de Hematologia Pediatrica del Hospital General
G.G.G. , a quienes se les solicita la participacion en el proyecto de investigacion sobre la
“Prevalencia de microorganismos oportunistas en enterocolitis neutropénica en pacientes
pediatricos oncohematologicos”.

INFORMACION

Asesor : Dra. Guadalupe de los Angeles Garcia Elorriaga. Investigador. Unidad de
Investigacion Biomédica, Hospital de Infectologia, CMNR.

Investigador responsable:Dr. Ruy Xavier Perez Casillas, del Servicio de Hematologia
Pediatrica del Hospital General G.G.G: del Centro Médico Nacional La Raza.

Alumno : Dr. Juan Carlos Corona de los Santos, Medico Residente de Posgrado en
Patologia Clinica del Hospital General G.G.G. del CMN La Raza.

Los cuales invitamos a su hijo(a) a participar en este proyecto de investigacion, con el fin
de obtener informacién importante la cual puede ser de gran utilidad para mejorar no solo
el estado de salud de su familiar si no de todo paciente que curse con este diagndstico.

PROPOSITO

Nuestro proposito es determinar la incidencia de microorganismos oportunistas que son la
causa de muchas complicaciones y en algunos casos mortales, en nifios con padecimientos
hematoldgicos a consecuencia del uso de regimenes quimioterapéuticos, ya que hoy en dia
no se cuenta con informacion acerca de que tan comin son estos microorganismos en
nuestra poblacién

TIPO DE INTERVENCION

Se tomara una muestra por medio de colocacion de hisopo estéril en region anal.



Su hijo(a) ha sido seleccionado(a) debido a que cumple con los requisitos para nuestra
investigacion como la edad del paciente y el diagndstico de diarrea aguda secundaria a
neutropenia. En todo momento usted como Padre del menor puede decidir su permanencia
o retiro del proyecto.

CONFIDENCIALIDAD

La informacién que recolectamos para este proyecto de investigacién se mantendra
confidencial. La informacion acerca de su nifio/a recolectada por la investigacion sera
aislada y solo los investigadores podréan verla. Cualquier informacion sobre su nifio/a se le
asignara un nuamero de identificacién en vez de su nombre. Solamente los investigadores
sabran el vinculo de ese nimero con el nombre. No se compartir la informacion ni se le
dara a nadie excepto a los médicos responsables del proyecto.

ACEPTACION

He sido invitado para que mi nifio/a participe en una investigacion sobre la “Prevalencia
de microorganismos oportunistas en enterocolitis neutropénica en pacientes pediatricos
con padecimientos hematooncologicos”. Entiende que ello significa que sea sometido(a) a
toma de muestra por medio de hisopo estéril de region anal. He sido informado de que los
riesgos son minimos y pueden incluir solo Molestias locales del sitio de la toma. Soy
consciente de no seré compensado de ninguna manera. Se me ha proporcionado el nombre
de los investigadores responsables que pueden ser contactados en este hospital.

He leido la informacién proporcionada, o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de
preguntar dudas sobre ello y se me ha respondido satisfactoriamente. Consiento
voluntariamente que mi nifio/a participe en este estudio y entiendo que tengo el derecho de
retirar del estudio mi nifio/a en cualquier momento sin que afecte de ninguna forma mi
atencion médica ni la de mi nifio/a.

Nombre del Participante

Nombre del Padre/Madre o Apoderado

Firma del Padre/Madre o Apoderado

Fecha

Firma del Investigador

Fecha

Se ha proporcionado una copia de este documento de Consentimiento Informado al
padre/madre o apoderado del participante.



CARTA DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Titulo del protocolo:

Investigador principal:

Sede donde se realizara el estudio:

Nombre del participante:

Por este conducto deseo informar mi decision de retirarme de este protocolo de
investigacion por las siguientes

razones:

Firma del participante o del padre o tutor Fecha

Testigo Fecha

Testigo Fecha




TABLA DE RECOLECCION DE DATOS

DR. JUAN CARLOS CORONA R3PC

PACIENTE

Dx.

EDAD

SEXO

QUIMIO

FIEBRE

DIARREA

DOLOR ABD

LEUCOCITOS

NEUTRO

PLT

Hb

hcto

LDH

MICROORGANISMO

Antibiotico

6

16
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