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Resumen

Introduccién: El uso de probibticos podria ser una alternativa para modificar la
microbiota intestinal potencialmente patbgena en neonatos en estado critico.
Objetivos: 1.- Determinar el efecto de la suplementacion oral con Lactobacillus
casei subespecie rhamnosus sobre la proporcién de neonatos colonizados a nivel
intestinal por enterobacterias productoras de BLEEs, Staphyloccocus spp,
Enterococcus spp y Candida spp.

2.-Registrar la frecuencia de infecciones nosocomiales por microorganismos
genotipicamente iguales a los colonizadores.

Pacientes y métodos: Ensayo clinico controlado aletorizado doble ciego
unicentrico. Se incluyeron neonatos hospitalizados en UCIN, alimentados por via
enteral y colonizados a nivel intestinal por al menos uno de los siguientes
microorganismos: enterobacterias productoras de BLEEs, Staphylococcus spp,
Enterococcus spp y Candida spp. Se asignaron al azar a uno de dos grupos:
Grupo P (Probiético) alimentacion enteral suplementada con Lactobacillus casei
subespecie rhamnosus y el grupo S/P (Sin probidtico). Se tomaron coprocultivos a
los 7,14 y 21 dias. Se registro la frecuencia de infecciones nosocomiales por
microorganismos genotipicamente iguales a los colonizadores y se .determiné la
relacion genotipica entre los microorganismos colonizadores y los patégeno por
medio de PFGE

Anélisis estadistico: Comparacion chi® o exacta de Fisher para diferencia de
proporciones y T student o U de Mann-Whitney para variables continuas. Se
realiz6 analisis por intencién a tratar con andlisis de regresion lineal multiple
generalizado.

Resultados: Se incluyeron 110 neonatos, 54 en el Grupo P y 56 en el Grupo S/P
las caracteristicas basales en ambos grupos fueron similares. La frecuencia de
colonizacioén por E. coli disminuyo a partir del 7° dia y la de Enteroccocus spp. a
partir del dia 14 en pacientes que recibieron Lactobacillus casei subespecie
rhamnosus en comparacion con los que no la recibieron. En el grupo P, la media
logaritmica de UFC/mL disminuyé para la colonizacion global y por
enterobacterias, a partir del dia 7 y hasta el dia 21 (p<0.05), la colonizacion por
E.coli disminuy6 a partir del dia 7 (p<0.05) y por Enterococcus spp a los 14 y 21
dias (p<0.05. La frecuencia de infecciones nosocomiales por microorganismos
colonizadores e invasivos genotipicamente iguales fue similar en el grupo P 11%
(6/54)y en el grupo S/P 17% (10/56) (p>0.05).Se detecto diferentes clonas durante
el periodo de estudio.

Conclusiones 1.- La suplementacién oral Lactobacillus casei subespecie
rhamnosus modifica la colonizacion por E.coli y E.faecalis. 2.-La mitad de las IN
son originadas por microorganismos genotipicamente iguales a los colonizadores
de intestino.
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Abstract

Introduction:. The use of probiotics could be an alternative to modify the potential
pathological intestinal microbiota in critically ill neonates.

Objective: 1.- To determine the effect of oral supplementation with Lactobacillus
casei subespecie rhamnosus on the proportion of intestinal colonized neonates
with ESBL-producing enterobacterias, Staphyloccocus spp, Enterococcus spp and
Candida spp.

2.-To register the frequency of nosocomial infections by the same genotype
microorganism with the colonizators.

Patients and methods: Clinical double-blind control trial single center. Eligibility
criteria: neonates admitted to the NICU, receiving enteral feeding and colonized by
at least one of the following microorganisms: ESBL-producing enterobacterias,
Staphylococcus spp, Enterococcus spp and Candida spp. Neonates were
randomized to one of two groups: Group P (probiotic) enteral feeding
supplemented with Lactobacillus casei subespecie rhamnosus and Group S/P (no
supplementation). Stool cultures were taken at 7,14 and 21 days. The number of
nosocomial infections by the same genotype microorganism with the colonizators
were registered and the genotipical relationship were determinate by PFGE.
Statistical analysis. Square chi’® or Fisher exact test were used to compare
proportions, Student T or U- Mann-Whitney for continous variables. Intention to-
Treat analysis with multiple generalized lineal regression analysis were made.
Results: 110 patients, P group (n=54) y S/P group (n=56). At the beginning of the
study, general characteristics were similar in both groups. Frequency of
colonization with E. coli decreased from 7th day and Enteroccocus spp. from 14th
day in Group P patients Lactobacillus casei subespecie rhamnosus in comparison
with S/P group. In the P group, the logaritmic media of UFC/ml decreased for
global colonization and for enterobacterias from 7th day up to 21st (p<0.05), E.coli
colonization decresed from 7th day (p<0.05) and for Enterococcus spp at 14th and
21st day (p<0.05). Nosocomial infections frecuency by colonizators and invasive
microorganisms genetically equal were similar in group P 11% (6/54) and group
S/P 17% (10/56) (p> 0.05). Different clones were determinated during the study.
Conclusions: 1.- Oral suplementation with Lactobacillus casei subespecie
rhamnosus modify E.coli and E.faecalis colonization. 2.- Nearly half of nosocomial
infections are origined by the same genotipical microorganisms as the intestinal
colonizators.
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ANTECEDENTES

Las infecciones asociadas a los cuidados de la salud (IACS) /Infecciones
nosocomiales (IN) constituyen un problema grave en nuestro pais. En el 2011, se
reportd la prevalencia puntual de IACS global estimada en los Hospitales
Generales de las diferentes Instituciones de Salud en México de 21 por 100
pacientes hospitalizados, con tasas que superan de forma alarmante las tasas
reportadas en E.U

En Hospitales pediatricos se ha estimado una tasa de incidencia va de 2.5 a 18.9

infecciones por 100 egresos (1)

En las terapias intensivas el problema es mayor. En México se ha estimado una
prevalencia en las unidades de cuidados intensivos de adultos (UCI) de 23.9 (1.45

episodios/paciente) (2).

Los neonatos atendidos en las unidades de cuidados intensivos neonatales
(UCIN) son el grupo mas vulnerable de riesgo para el desarrollo de estas
infecciones tanto epidémicas como endémicas, debido a las caracteristicas

intrinsecas de esta poblacion y a la exposicion a multiples factores de riesgo.

Las IACS, en las UCIN de los paises en vias de desarrollo son varias veces mayor
a las estimadas en los paises desarrollados. La tasa de Bacteriemia asociada a
catéter en neonatos >2,500gr en paises en vias de desarrollo es de 11.7/1000
dias catéter (IC 95% 9.1-14.8) en comparacion con los E.U esta tasa se estima en
3.5/1000 dias catéter ( IC 95% 0.0-7.4), lo que representa una mayor mortalidad,
la tasa cruda de mortalidad para esta infeccion es de 34% (IC 95%26.7-42.9%),
siendo que la tasa mortalidad en este grupo sin infeccién es de 8.8% (IC95% .0-
9.6%). Por otro lado para neumonia asociada a ventilacibn mecanica en neonatos
> 2,500gr de paises envias de desarrollo es 11.82/1000 dias ventilador (IC 95%
6.58 -12.23) vs 1.4/1000 dias ventilador (IC 95% 0.0 -3.2) con una tasa cruda de
mortalidad de 27.1% (IC95% 18.9 — 36.6%) (3,4).
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Las tasas de INS en las UCIN de varian en diferentes Instituciones de Salud en
México, en la UCIN del Instituto Nacional de Pediatria (INP) de la Secretaria de
Salud, reporta una tasa de 11.6 por 100 pacientes, con una letalidad de 2.4 por
100 IN, siendo las bacteriemias las infecciones mas frecuentes (54.8%), el 70%
catalogadas como primarias, en segundo lugar las neumonias (28%).(5)

En las UCIN de la UMAE Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo
XXI del IMSS se reportd durante el 2007 y 2008 tasas entre 40-50 x 100 egresos
y densidad de incidencia 28.43 por 1000 dias/paciente (6) que en comparacion
con las tasa reportada de paises desarrollados superan varias veces esta cifra
por ejemplo Australia 4.8 por 1000 dias/paciente (7).

Los principales agentes causantes de estas infecciones en las UCIN son
Staphyloccocus epidermidis , seguido de enterobacterias, las cuales mas del 60%
son productoras de beta- lactamasas de espectro extendido (BLEES),
Enterococcus spp. y Candida spp (8-10) . En la ultima década se ha observado un
incremento en la frecuencia de INS en las UCIN, por Gram negativos y levaduras,
las cuales presentan mayor mortalidad en comparacidn con las infecciones por
Gram positivos (27% vs 8%) y los que sobreviven tienen mas comorbilidades
como leucomalacia, retinopatia, enfermedad pulmonar crénica y secuela

neurolégicas. (10)

Las estrategias para reducir el riesgo de adquirir una INS, estan bien definidas
(medidas de precauciones estdndar, medidas de prevencion en base a los
mecanismos de transmision y el control en el uso de antibiéticos) , sin embargo
son insuficientes. Las bacteriemias primarias son una de las principales INS
entre los neonatos atendidos en UCIN por lo que la via endbégena es el
mecanismo propuesto para el desarrollo de estas infecciones y para la cual no
hay estrategias.

La colonizacién es un evento temprano en los neonatos, a la semana de vida,

mas del 50% de los neonatos tienen ya Staphylococcus aureus en las narinas y el
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cordén umbilical, Staphylococcus coagulasa negativo en axilas, ingles, y cuello,
25% tiene Escherichia coli, Klebsiella spp., y/o Enterobacter spp. en la cicatriz
umbilical y 60% en el periné (11) . El tracto gastrointestinal es el principal
reservorio para la transmision y diseminacion de microorganismos resistentes
(12,13).

La microbiota intestinal es un microsistema ecoldgico integrado por
microorganismos, epitelio intestinal y el sistema inmune local. Es una barrera que
previene el establecimiento de patdgenos y facilita la pre-digestion de varios
alimentos, creando un micro ambiente ecoldgico simbidtico de proteccion (13-16)
La resistencia a la colonizacién se da gracias a una serie de mecanismos que
mantienen la homeostasis a nivel intestinal, una alteracién en esta relacion,
denominada disbiosis esta implicada en la aparicion de mdultiples enfermedades
7).

El intestino es estéril al nacimiento y se coloniza progresivamente dependiendo
de: la dieta materna, el medio ambiente, microbiota fecal de la madre, tipo de
alimentacion y el ambiente en el que se desarrolla. El establecimiento de la
microbiota intestinal inicia con la colonizacién temprana del recién nacido con
enterobacterias, lactobacilos y estreptococos, seguidos por una sucesion rapida
de anaerobios, tales como Bifidobacterium, Bacteriodes, Clostridium, vy
Eubacterium. (18,19)

El proceso natural de colonizacion intestinal se ve alterado en los neonatos
hospitalizados, por las siguientes razones: el ambiente aséptico de las UCIN, que
paraddjicamente tiene varios microorganismos entéricos resistentes, el uso de
antibidticos parenterales de amplio espectro, que contribuye al retraso en la
colonizacion normal y sustitucibn por bacterias patdgenas resistentes,
principalmente enterobacterias productoras de BLEEs+ y levaduras, y el ayuno o

bien la alimentacién con formula en vez de leche humana(20-22)
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El intestino se ha considerado un reservorio natural de microorganismos
potencialmente patdégenos, ademas puede facilitar la transferencia de genes de
resistencia antimicrobiana, lo cual favoreceria el surgimiento de microorganismos

multirresistentes (23)

La modificacion de la microbiota intestinal, ha surgido como una estrategia con el
fin de prevenir y controlar las infecciones infecciones nosocomiales por
microorganismos resistentes, que tienen como reservorio potencial el intestino.
La descontaminaciéon intestinal selectiva (DIS), se fundamenta en el uso de
antibidticos orales y sistémicos capaces de modificar la microbiota intestinal. Sin
embargo su empleo en la actualidad se ha enfocado a pacientes adultos en estado
critico, en el estudio de de Smet AM y cols, se demostré reduccién en la
mortalidad OR 0.86 (IC 95% 0.74-0.99) vy reduccién en la incidencia de
bacteriemia por S.aureus OR 0.43 (IC 95% 0.2-0.93) y por enterobacterias OR
0.7 (0.5 -0.98) sin diferencia para Enterococcus sp y Candida sp (24). Otro
ensayo clinico multicéntrico en 5927 adultos criticamente enfermos.se encontré
gue el uso de DIS, redujo la presencia de bacteriemia OR 0.48 (IC 95% 0.38-
0.60) asi como la colonizacion de las vias aéreas por microorganismos
multiresistentes OR 0.58 (IC 95% 0.43-0.78) (25)

La revision sistematica del grupo Cochrane reportdé que en los ensayos con
pacientes adultos que emplearon antibidticos tépicos y sistémicos hubo una
reduccion en la tasa de neumonia (OR 0.35, Intervalo de confianza 95%; 0.29 a
0.41) y mortalidad global (OR 0.78, intervalo de confianza 95% 0.68 a 0.89) . De
17 estudios que evallan antibiéticos tépicos solamente (o tépico contra sistémico),
también hubo reduccién de las infecciones respiratorias (OR 0.52, IC 95% 0.43 a
0.63) pero no en la mortalidad (OR 0.97, IC 95% 0.81 a 1.16). La aparicion de
resistencia como efecto adverso solo fue registrada en un estudio donde no se
encontro diferencia. Debido a la variedad de antibidticos utilizados, no se hace
recomendaciéon a un esquema en particular, y no hay evidencia para recomendar

Su uso pacientes pediatricos y especificamente neonatos y (26).
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Otras estrategia con el fin de modificar la microbiota intestinal es el empleo de
probioticos. En neonatos se ha evaluado la administracion de probidticos orales,
con la finalidad de reducir la aparicion de enterocolitis necrosante y prevencion de
sepsis (27-29)

Los probidticos se definen como suplementos compuestos por microorganismos
viables, no patégenos, los cuales cuando se ingieren en dosis correctas influyen
benéficamente en la salud del huésped, pueden resistir las condiciones del
sistema digestivo y mejorar el balance en la microbiota intestinal.(30)

Los probidticos mas comunmente usados son bacterias productoras de &cido
lactico (LAB) no patégenas. Las bacterias probioticas con propiedades idéneas y
con efecto clinico documentado son: Lactobacillus rhamnosus cepa GG, L.
acidophilus, L. casei cepas Shirota, y L. jonhsonii LJ1.

El género Lactobacillus se encuentra clasificado en la seccién 14, dentro del
grupo de bacilos Gram positivos, regulares no esporulados del Manual de Bergey
de Bacteriologia Sistemética. Son anaerobios facultativos, catalasa y oxidasa
negativos, la reduccion de nitratos es negativa, asi como la licuefacciéon de

gelatina, crecen entre 30°C y 40°C y a un pH 6ptimo de 5.5 — 6.2.(31).

Los probidticos del género Lactobacillus tienen la mejor capacidad para
adherirse al epitelio e inhibir la adhesion de otras bacterias. Esta capacidad se
ha demostrado in vitro, con dos cepas de L. rhamnosus LGG y LC705, que
inhiben la adherencia de S. aureus (35%), E.coli (57.3%) y S. enterica serovar
typhimurium (54.6%) (32).

Se sabe ademas que Lactobacilus casei tiene la capacidad de digerir
carbohidratos y producir sustancias antimicrobianas: acidos grasos de cadena
corta volatiles, que disminuyen el pH, secretan amonio, peréxido de hidrégeno, y
bacteriocinas. Su presencia estimula la respuesta inmune innata a través de los
receptores Toll like (TLRs) ayudando a regular el microambiente local, lo que
favorece la maduracion y regulacion del sistema inmune local y ayuda a mantener

la integridad y maduracion del epitelio intestinal. Los receptores TLR 2 y TLR 4
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son fundamentales en el reconocimiento de los PAMS (patrones moleculares
asociados a patdgenos) de la microbiota. La interaccion con estos receptores
incrementa la produccién de IgA polimérica y estimula la produccion local de
citocinas como interferon- gama e Interleucina -8, e interleucina -12, que en
conjunto mantiene la homeostasis a nivel intestinal y la resistencia a la

colonizacion por diferentes microorganimos potencialmente patégenos ( 33-38).

Se ha demostrado que la suplementacién oral con Lactobacillus casei en recién
nacidos sanos a una dosis de 1 x10® a 1x 10° coloniza el intestino a partir del dia
6 de su ingestidn, en proporcién que va desde el 45 al 80% de los pacientes y este
efecto se mantiene de 7 a 14 dias posterior a la suspension de la suplementacion.
La colonizacion es menor en neonatos que pesan menos de 1500g, y han recibido
tratamiento antimicrobiano 7 dias previos a su empleo (39-40).

A pesar de ser segura, no se ha demostrado que su administracion en pacientes
pediatricos en estado critico disminuya la frecuencia de infecciones nosocomiales
(41,42).

La mayoria de los estudios realizados en neonatos en estado critico tiene como
objetivo primario la frecuencia y severidad de enterocolitis necrosante. Lin y
colaboradores demostraron que la administracidon profilactica a recién nacidos de
muy bajo peso, de una mezcla de probidticos de Lactobacillus acidophilus y
Bifidofacterium infantis a dosis de 125mg/kg/dosis en las tomas de leche materna,
2 veces al dia hasta su egreso, redujo la incidencia de mortalidad y la presencia
de enterocolitis en un 7.8% y 11% respectivamente (p = 0.009). La incidencia de
sepsis confirmada con hemocultivo fue significativamente menor en el grupo de
estudio (p = 0.03). Ademas disminuy6 la incidencia de casos de enterocolitis
necrosante (ECN) y los casos en estadio Ill. (27) Kitajima, administrd
Bifidobacterium breve a mas de 150 recién nacidos de peso muy bajo y demostrd
alto grado de colonizacion, sin efectos adversos atribuidos a los microorganismos
administrados. Los efectos sobre la incidencia y gravedad de los episodios de
ECN no se reportaron. (28)

10
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Dani C y cols. aleatorizaron a 585 neonatos de peso muy bajo en 12 UCIN en
Italia para recibir Lactobacillus rhamnosus GG una vez al dia, a la dosis de 6 x
10° UFC hasta su egreso, no hubo diferencia significativa entre sus variables

principales de desenlace (infeccidén de vias urinarias, sepsis 0 ECN) (29)

Manzoni, realizé un ensayo clinico en 80 recién nacidos pretérmino con peso muy
bajo, para determinar la efectividad de la suplementacion con Lactobacillus casei
subspecies rhamnosus una vez al dia, a la dosis de 6 x 10° UFC para prevenir la
colonizacion intestinal por especies de Candida. Encontré una reduccién en la
colonizacion del 25% en el grupo con el suplemento RR 0.315 (IC 95% 0.12 -
0.826) p=0.01. (43)

En 2008, el grupo Cochrane publico la revision sistematica para evaluar la eficacia
y seguridad de la administracion profilactica de probibticos para prevenir la ECN
y/o sepsis en comparacion con placebo o un grupo sin tratamiento. Se incluyeron
9 estudios con 1425 pacientes. La suplementacién enteral con probidticos redujo
significativamente la incidencia de ECN estadio Il o mayor, [RR 0.32 (IC 95% 0.17-
0.60)] y la mortalidad [RR 0.43 (IC 95% 0.25- 0.75]. No hubo diferencia
significativa en la reduccion de sepsis nosocomial [RR 0.93 (IC 95% 0.73- 1.19)]
No se reportaron infecciones sistémicas por los probidticos utilizados. Los datos
solamente aplican a prematuros mayores de > 1000 g al nacimiento (44).

Un metanalisis en el 2010, incluyo 2959 neonatos prematuros (< 34 semanas),
con un peso < 1,500gr, confirm6 los hallazgos previos con relacion al efecto
protector de la suplementacién oral con probidticos sobre el riesgo de ECN vy
mortalidad, sin embargo no se encontré diferencia en el riesgo de sepsis RR 0.98
(IC 95% 0.81 a 1.18) (45).

Faltan estudios para evaluar el efecto de la suplementacién oral con probioéticos
en neonatos sobre la colonizacién por microorganismos patdégenos de relevancia
clinica, y aun se encuentran en fase de protocolo estudios cuyo objetivo primario

es evaluar su efecto sobre frecuencia de infecciones nosocomiales (46).

11
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En cuanto a la seguridad de su uso no se han reportado efectos adversos tales
como bacteriemia, diarrea, intolerancia a la alimentacién relacionada con la

administraciéon de probioticos en recién nacidos (27-29,43,44)

Se recomienda vigilar su empleo en neonatos, ya que este grupo se considera de
riesgo para presentar complicaciones secundarias a su ministracion y se han

propuesto recomendaciones generales para su uso Yy vigilancia (47,48)

Se han reportado especies de Lactobacillus causantes de infecciones graves en
adultos, nifios y neonatos que no recibieron probioéticos previamente (49,50). Estas
infecciones incluyen bacteriemia primaria, bacteriemia asociada a catéter, sepsis,
meningitis y endocarditis, absceso hepdatico, pélvico, y purpura fulminante,
destacando los factores predisponentes (catéter venoso central, cardiopatia
congénita,(51-54). También se identifican como agentes  oportunistas en
pacientes con inmunosupresion secundaria a VIH, post- quimioterapia, pacientes
sometidos a trasplante de medula 6sea, pulmén, leucemia mieloblastica y

pacientes con diabetes mellitus (55-57).

Estos reportes, si bien raros, demuestran el potencial patdgeno de los probiéticos.
En la literatura se incluyen los reportes de infeccién grave secundaria al uso de
probidticos tanto en nifios como en adultos (58-60). Los casos reportados en el
grupo pediatrico se describen en todos los grupos de edad con empleo de
probiéticos como tratamiento de diarrea asociada a antimicrobianos. En comun los
pacientes tenian cardiopatia congénita compleja, y la administracion se realizé por
tiempo prolongado (70 y 99 dias) (60). Nuevos reportes de infecciones asociados
al uso de probidticos se han reportado en pacientes con sindrome de intestino
corto, SIDA, y enfermedad de Hodgkin. (61-64) Sin embargo no se ha demostrado
gue el incremento en el uso de probidticos se relacione con un incremento en la
incidencia de infecciones por estos microorganismos a lo largo de los afios de su
empleo (65-67).

12
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La colonizacién por microorganismos resistentes es un problema frecuente en las
unidades médicas. Los pacientes de 2° nivel de atencién del IMSS, que son
referidos a la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, pueden estar colonizados hasta en 60% (68). En la
UCIN del Hospital de Pediatria, el 68% de los pacientes a su ingreso, estan
colonizados por enterobacterias productoras de beta-lactamasas de espectro
extendido (BLEEs), 30% por Staphylococcus spp y 2% por especies de Candida
(69). Estos microorganismos son los principales causantes de infecciones
nosocomiales. (70) Ademas de las estrategias para prevencion y control de las
infecciones nosocomiales, (71) se requieren otras intervenciones. El uso de
probidticos podria ser una alternativa para reducir la colonizacion del tracto
intestinal por bacterias patdgenas y contribuir al control de las infecciones
nosocomiales. Esta intervencién es simple de administrar, no es invasiva, no
implica el uso de antibidticos, y puede favorecer los mismos mecanismos de

defensa natural del tubo digestivo

Por lo anterior, se realiz6 un estudio en la UCIN del Hospital de Pediatria del CMN

SXXI, con los siguientes objetivos:
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OBJETIVOS

1.- Determinar el efecto de la suplementacién oral con Lactobacillus casei
subespecie rhamnosus sobre la proporcibn de neonatos en estado critico
colonizados a nivel intestinal por enterobacterias productoras de BLEEs,

Staphyloccocus spp., Enterococcus spp. y Candida spp.
2.- Reqistrar la frecuencia de infecciones nosocomiales por microoganismos

invasivos genotipicamente iguales a los colonizadores en neonatos que recibieron

Lactobacillus casei subespecie rhamnosus Yy los que no recibieron.
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HIPOTESIS

1.- La suplementacion oral con Lactobacillus casei subespecie rhamnosus en
neonatos estado critico reducira en 35% la proporcion de neonatos colonizados a
nivel intestinal por enterobacterias productoras de BLEES, Staphyloccocus spp.,

Enterococcus spp. y Candida spp,
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PACIENTES Y METODOS

La Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN) del Hospital de Pediatria
Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS, corresponde a una unidad de tercer nivel
de atencién. Cuenta con 24 incubadoras, con espacio entre cada una de 80 cm. El
personal se divide en equipos de trabajo: un neonatélogo de base, un residente de
neonatologia y uno de pediatria por cada 6 neonatos, ademas de una enfermera
por cada 2 pacientes. Es un centro de referencia para manejo quirdrgico y médico
de la UMAE de Gineco-Obstetricia No 4, de los Hospitales Generales Troncoso,

Venados, Villa Coapa, Hospital Regional de Querétaro. Guerrero, y Chiapas.

Disefio del estudio: Ensayo clinico controlado aleatorizado doble ciego,
unicentrico.

Criterios de inclusién: se incluyeron neonatos que podian recibir alimentacién
enteral, previa firma de la carta de consentimiento informado de los padres o
tutores. A todos los neonatos se les tomd un coprocultivo basal. Aquellos
colonizados por al menos uno de los siguientes microorganismos: enterobacterias
productoras de BLEEs, Staphyloccocus spp, Enterococcus spp y/o Candida spp,
fueron aleatorizados para recibir la intervencion.

Se excluyeron los neonatos con sepsis grave, choque séptico y derivacion

intestinal.

Asignacion a la intervencidn: Los recién nacidos y lactantes que cumplieron los
criterios de inclusién, fueron asignados por medio de aleatorizaciéon simple,
(generada a través de una tabla de nameros aleatorios), a uno de dos grupos:
grupo (P) pacientes gue recibieron alimentacién enteral con un suplemento oral de
probidticos (Lactobacillus casei subespecie rhamnosus) o grupo (S/P) pacientes
gue recibieron alimentacién enteral sin suplemento de probidticos.

La administracion del suplemento se planedé para un minimo de 7 dias y un

méaximo de 21 dias .
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En todos los neonatos, se realiz6 el cuidado de la alimentacion enteral de acuerdo
a las recomendaciones establecidas: inicio de la alimentacion con estimulo enteral
minimo a 1ml/h, incremento de volumen via enteral hasta de 20ml/kg/dia,
suspension de la alimentacion ante alguno de siguientes sintomas de intolerancia

enteral: residuo gastrico mayor al 30% de la toma previa, distension abdominal.

En el Banco de Leches del Hospital, se realizé la preparacion de las férmulas
lacteas cada 24 horas a cargo de un técnico en nutricién cegado al estudio. Cada
biberdn se identifica con el nombre del paciente, cama y niumero de afiliacion, para
ser entregado en el servicio de UCIN. Uno de los investigadores entregé el sobre
con el cultivo liofilizado de probiético, indicando el nombre y nimero de cama del
paciente, al inicio de la preparacion de las formulas lacteas para que fuera
agregado al primer biberén del dia.

La suplementacion de la leche con el probidtico consistié en disolver 1.5 g del
cultivo liofilizado de Lactobacillus casei subespecie rhamnosus que contenia
8x10% UFC (Liolactil, lvax ®) en un volumen de por lo menos 10 ml de leche. El
color y consistencia de la leche no se modificaron al agregar el liofilizado. Se
realiz6 prueba de pureza del cultivo liofilizado empleado.

Descripcion del estudio: El médico tesista revisé diariamente la informacién de
cada paciente anotada en los expedientes y/o hojas de registro, para recolectar la
informacion sobre las caracteristicas del ingreso a la UCIN (condiciones al nacer,
uso de antibidticos previos, tiempo de estancia hospitalaria previa, diagndéstico de
infeccion nosocomial), evolucion clinica (tipo de manejo — ventilacion, catéter,
antibidticos, antiacidos, desarrollo de infeccibn nosocomial, tiempo de estancia)
hasta el egreso de la UCIN. Esta informacién fue registrada en una hoja disefiada

ex profeso para el estudio.

El tesista, asi como personal encargado (personal médico y de enfermeria de la
UCIN) de la atencion de los pacientes (evaluacion clinica del paciente y la
alimentacion enteral) estuvieron cegados al grupo que pertenecia el paciente.
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Registro de efectos adversos:, se registraron en cada toma de alimentacion los
siguientes datos clinicos: distension abdominal mayor a 3 cm en relacion a las
tomas previas, presencia de residuo gastrico igual o mayor 30% del volumen de
alimentacién, ausencia de peristalsis y gasto fecal mayor a 10g/k, en caso de
documentarse alguno de estos datos clinicos se suspendié la alimentacion y
suplementacién, segun el caso. Para descartar infeccién por Lactobacillus casei,
durante el estudio, cuando el médico neonatdlogo hizo el diagndstico de sospecha
de sepsis, ademas de los cultivos habituales, se tomaron hemocultivos y se
sembraron en Agar MRS (De Man, Rogosa y Sharpe) a 35 °C en atmésfera de
COz al 5%.

Métodos Microbiolégicos: Para evaluar la colonizacibn, se tomaron
coprocultivos a los 7, 14 y 21 dias (de los pacientes que permanecieron
hospitalizados). Se siguieron los métodos descritos a continuacion.

Las muestras de heces se colectaron por medio de un hisopo rectal y se
transportaron en el medio Stuart a temperatura ambiente, para su procesamiento
inmediato en el laboratorio de microbiologia.

La técnica para la cuantificacion de bacterias, fue por conteo en placa. Se realiz6
coprocultivo semicuantitativo de acuerdo a la técnica de Miles-Misra (72). El
hisopo con la muestra de heces fue colocado en 1 mL de solucién salina y por
agitacion durante 30 segundos se prepard una suspension uniforme. Usando esta
suspension, se realizaron 6 diluciones seriadas: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10,000,
1:100,000 y 1:1,000,000, se tomaron 100 uL de cada dilucion y se sembraron en
medios selectivos y diferenciales para aislar e identificar a los microorganismos de
interés (gelosa sal manitol, gelosa sangre, gelosa McConkey con 1lug/mL de
ceftazidima, y gelosa Saboraud con 50ug/mL de cloranfenicol mas 50ug/mL de
gentamicina). La cuantificacion del nimero de colonias, se realiz6 por conteo en
placa, por dos quimicos en forma independiente. Se determiné la consistencia

interobservador por medio del coeficiente de correlacion intraclase.
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La identificacion y los perfiles de susceptibilidad de los microorganismos
bacterianos se realizaron mediante el sistema automatizado vitek-2 (Bio-Mérieux).
Las levaduras se identificaron mediante ID 32C (BioMérieux, Marcy | Etoile
Francia) y Fungitest para susceptibilidad (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette Francia).
Los valores de corte para establecer la sensibilidad y/o resistencia a los
antibidticos se tomaron de las recomendaciones del CLSI (73). Para
enterobacterias se confirmd la produccion de beta-lactamasas de espectro
extendido mediante la prueba de tira E con ceftazidima méas acido clavulanico
(ESBL TzZ/TZL - AB BIODISK; Solina Swedenn) (74). Las cepas fueron
conservadas en caldo infusion cerebro corazén y glicerol al 20% a - 20°C.

La relacion genotipica entre los microorganismos colonizadores y los aislados de
cada episodio de infeccion nosocomial se estableci6 mediante el método de
electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE), utilizando el Sistema Gene
Path (Bio-Rad, Laboratories, Inc. California USA), para las bacterias se utilizd
como marcador de talla molecular Lambda ladder de 1000 kb (Promega Company.
Madison USA) y para el cariotipo de candida el marcador de talla molecular fue
Sacharomyces cerevisiae (Bio-rad) (75). La interpretacion de los resultados se
establecié con base a los criterios internacionales establecidos (76).

Aspectos éticos: El estudio fue aprobado por el Comité Local de Etica e
Investigacion, con el numero: 2007/3603/023. Por tratarse de un ensayo clinico
aleatorizado se solicité consentimiento informado por escrito a ambos padres o

tutores.

Tamafio de muestra y Analisis estadistico: Para demostrar un efecto de
reduccion en la proporcién de neonatos colonizados del 35% se calculé un nimero
de 55 neonatos por grupo con un valor de alfa 0.05 y poder de 80%. En la
estimacion se consider6 un 20% adicional por posibles pérdidas durante el
estudio.
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Para las caracteristicas generales de los neonatos se realizO un analisis
descriptivo y se obtuvieron medidas de tendencia central y dispersion (media y
desviacion estandar para las variables cuantitativas con distribucion normal y
mediana y rango para aquellas que no tenian distribuciéon normal). Para
determinar el efecto de la suplementacion con el probidtico se realizaron
comparaciones de la proporcion de pacientes colonizados de acuerdo a los
géneros microbianos y la media del logaritmo de unidades formadoras de colonias
por mililitro (UFC/mL), Para las comparaciones se utilizaron métodos estadisticos
para muestras independientes. En el caso de proporciones se empleé la prueba
de Chi-cuadrada y/o Prueba exacta de Fisher en caso necesario. La comparacion
de medias se realizd6 a través de la prueba T de Student si se cumplieron los
supuestos de normalidad; en caso contrario, se utilizé la prueba de suma de

rangos de Wilcoxon (U Mann — Whitney).

Para evaluar el efecto independiente de la suplementacién se realiz6 analisis por
intencién a tratar y se utilizé el modelo de regresién lineal multiple generalizado
considerando que se contd con determinaciones de UFC/ml en condiciones
basales, a los 7, 14 y 21 dias de haber recibido la suplementacién con
Lactobacillus caseii subespecie rhamnosus 6 so6lo formula lactea. Se ajusto por
variables con relevancia clinica como uso de antibidticos de amplio espectro, peso
al ingreso, semanas de edad gestacional y dias de estancia intrahospitalaria. La
estrategia de modelamiento se llevé a cabo con la técnica stepwise para la
seleccion de variables. Cuando se probaron modelos con y sin la inclusién de
todos los casos que incluye datos missing; ademas de haber utilizado el método
LOCF (imputacion con la medicién previa al egreso hospitalario del paciente) y sin
imputaciébn no se encontraron diferencias, por lo que reportamos el andlisis
incluyendo todos los casos y sin imputacion en valores missing (77)

Para el analisis de datos se utilizd6 el programa estadistico Stata V 12.0
(StataCorp, College Station, Texas 77845 USA).
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RESULTADOS

Se evaluaron 141 neonatos referidos de unidades de 2° nivel que ingresaron a la
UCIN. Treinta y uno no se encontraban colonizados en el cultivo basal. Ciento diez
cumplieron los criterios de inclusion y fueron aleatorizados. El grupo P recibio la
suplementacion oral con Lactobacillus casei subespecie rhamnosus (n=54) y el
grupo S/P (n=56) no recibio la suplementacion. (Diagrama de flujo).

La mediana para la edad fue de 25 dias, peso promedio de 2239 g, un poco mas
de la mitad eran de género femenino 53% (58/110), el 43% eran prematuros entre
30 a 37 semanas de edad gestacional (47/110), con una duracién de estancia
hospitalaria previa promedio de 8 dias y 64% con antecedente de uso de
antibidticos (70/110). No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
caracteristicas clinicas basales entre ambos grupos (Cuadro 1).

El principal motivo de hospitalizacion fue para manejo quirdrgico en un 65.5%
(72/110); siendo la cirugia cardiovascular la mas frecuente, por cardiopatia

congénita.

No hubo diferencias en cuanto al tipo de leche empleada entre ambos grupos. La
férmula lactea modificada en proteinas fue la principal: 83% en el grupo P (41/54)
vs 73% en el grupo S/P (41/56). La mayoria de los pacientes fueron alimentados
por sonda orogastrica: 92.6% en el grupo P (50/54) y 91.1% en el grupo S/P
(51/56).

En el grupo P se utilizaron antibi6ticos en el 42.6% (23/54) y el 56% (13/23) eran
de amplio espectro, en contraste con el grupo S/P el 46.4% (26/56) requirieron
antibidticos de los cuales el 84.6% (22/26) fueron de amplio espectro (p=0.08).
La mediana del tiempo de hospitalizacién fue similar, la mitad de los pacientes
estuvo hospitalizado mas de 20 dias: grupo P=21.5 vs 25.5 en el grupo S/P. Sin
embargo, a partir del dia 14, el nimero de pacientes en el grupo P se redujo mas
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gue en el grupo sin probidtico (18 en el grupo P vs 28 en el grupo S/P) y para la
tltima evaluacién, el dia 21, solo quedaban 8 pacientes en el grupo P vs 19

pacientes en el grupo S/P.

Resultados microbiolégicos.

En la muestra basal no hubo diferencias en la proporcion de neonatos colonizados
por los géneros microbianos estudiados (cuadro 2). Los principales
microorganismos recuperados en coprocultivo fueron: enterobacterias productoras
de BLEEs en el grupo P 70.4% (38/54) y en el grupo S/P 64.3% (36/56), de éstas,
las especies que predominaron fueron Escherichia coli y Klebsiella spp. En la
tercera parte de los pacientes se encontrd colonizacion por Staphylococcus spp.
en ambos grupos. La colonizacibn menos frecuente fue por Enterococcus spp. y

por Candida spp.

Durante el seguimiento no hubo diferencia en la proporcion de pacientes
colonizados por enterobacterias productoras de BLEEs. Se observé incremento
en la colonizacién intestinal en ambos grupos al comparar el inicio y final del
estudio, el 100% de los pacientes que permanecieron hospitalizados hasta el dia
21, estaban colonizados, sin embargo esto correspondié al 14.8% del total de
neonatos en el grupo Py 33.9% en el grupo S/P (Cuadro 2).

Al analizar por género de enterobacterias durante el seguimiento hubo reduccion
en la proporcion de neonatos colonizados por Escherichia coli, a los 7, 14 y 21
dias, a favor del grupo P (p<0.05). Sin embargo para la colonizacion por
Klebsiella spp., se observo incremento en la proporcion de neonatos colonizados
del grupo P a los 21 dias, pero la diferencia no fue estadisticamente significativa,
probablemente por el nUmero de neonatos que permanecieron en cada grupo. Se
observo reduccién en la proporcién de neonatos colonizados por el género de
Enterococcus spp. hasta el dia 14 de suplementacién en el grupo P 11% (2/18), en
comparaciéon con 42.8% en grupo S/P (12/28), con una diferencia a los 21 dias

de seguimiento del 12.5% menos en el grupo P (p=0.02). En cuanto la proporcién
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de neonatos colonizados por Staphylococcus spp. y Candida spp. no se observo
diferencia estadisticamente significativa.

El grado de colonizacion intestinal se comparé a través de las medias logaritmicas
de UFC/mL, la consistencia interobservador para el conteo de la UFC/mL, se
evalud por medio del coeficiente de correlacion intraclase con un valor 0.93 (IC
95% 0.88 -0.96). Al comparar los grupos P y S/P (cuadro 3), no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la muestra basal (15.5 vs 14.9),
mientras que a los 7, 14 y 21 dias se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.01) en la colonizacién global, siendo menor en el grupo P
(cuadro 3). Al analizar por género de microorganismos, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.01) al comparar la media del logaritmo de
UFC/mL en las enterobacterias productoras de BLEEs (cuadro 3 y gréfico 1).
Para el género de Enterococcus spp. se encontré disminucién significativa a partir
del dia 14 (p=0.016) y a los 21 dias solo tendencia a la disminucion en el grupo P
(p=0.08). No se encontro diferencia en la media log UFC/mL para los géneros de
Staphylococcus spp. y Candida spp. (cuadro 3).

En el andlisis de regresion mdltiple, se observd que hubo una diferencia en
promedio sobre el grado de colonizacién (media log UFC/mL global) con
reduccién en los neonatos que recibieron la suplementacion oral de Lactobacillus
casei subespecie rhamnosus en comparaciéon con los que recibieron solo férmula
lactea, independientemente del uso de antibidticos, peso al ingreso, semanas de
edad gestacional y dias de estancia hospitalaria.(Cuadro 4).

Infecciones nosocomiales (INs).

Durante el periodo de estudio, no se implementaron estrategias adicionales a las
recomendadas para prevenir INs. La densidad de incidencia en la UCIN, en el
periodo de estudio fue de 17.9 x 1000 dias/paciente, con una tasa de 32.6 x 100
egresos. La frecuencia de INs en el grupo S/P fue mayor que en el grupo P, sin
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embargo la diferencia no fue estadisticamente significativa 33.9% (19/56) vs
20.4% (11/54) (p>0.05).

En 18 neonatos se encontré que el microorganismo causante de la infeccidn era
idéntico en género y especie al que se habia recuperado en el cultivo de heces.
Sin embargo, posterior al estudio por medio de PFGE, se determind que 16
episodios de infeccibn nosocomial por microorganismos invasivos eran
genotipicamente iguales a los colonizadores, en ambos grupos.

Del total de las infecciones nosocomiales por microorganismos invasivos
genotipicamente iguales a los colonizadores, 6 infecciones se presentaron en el
grupo Py 10 en el grupo S/P (11% vs 17% p:>0.05).

En el grupo P tres neonatos tuvieron IN por enterobacterias BLEEs+, dos
neonatos cursaron con bacteriemia primaria y/o sepsis, uno por E.coli, y otro por
E.aerogenes. En el primer caso se detecto la infeccion de forma simultdnea a la
colonizacion y en el caso de la infeccion por E,aerogenes la colonizacion se
detecto previa a la bacteriemia (Cuadro 5 Fig 1 y Cuadro 6 Fig 2). El otro caso
fue ependimitis asociada a un sistema de derivacién ventriculo peritoneal por
Enterobacter cloacae, el cual se encontraba colonizado una semana previa al
diagndstico de la infeccion (Cuadro 7 Figura 3)

Un neonato presento bacteriemia primaria por Staphylococus epidermidis, el cual
se identificé con colonizacion previa al diagndstico de la infeccion. En cambio en
el episodio de sepsis por S.hominis, el resultado mostré que no hubo relacién
gendtipica (Cuadro 9, Fig b)

Un episodio de bacteriemia primaria por Enterococcus faecalis, con colonizacién
previa al diagnostico de bacteriemia, una de las cepas aisladas del hemocultivo
fue idéntica a la que colonizé el intestino, pero la otra cepa del hemocultivo fue
diferente (Cuadro 10, Fig 6)

Finalmente un episodio de peritonitis aguda asociada a catéter de dialisis
peritoneal por Candida albicans se documenté en un neonato que se encontraba

colonizado 10 dias antes del aislamiento en liquido peritoneal (Cuadro 11, Fig 7)
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En el grupo S/P ocho neonatos tuvieron sepsis por enterobacterias BLEEs +:
Escherichia coli se aisl6 en tres neonatos; dos de estos con diagndstico de
bacteriemia primaria, en uno de ellos se determiné la colonizacion 25 dias previos
al diagnostico de infeccion y en el otro caso, la colonizacion se detecto de forma
simultdnea. En un neonato con mielomeningocele roto, se diagnostico
neuroinfeccion de forma simultanea con la colonizacion (Cuadro 5), ademas se
identifico colonizacion por E.coli que no tenia relacion genotipica, con el patégeno
(episodio C). Se detect6 la presencia de una clona de E.coli, que ocasioné la
infeccion en tres neonatos (A, C y D), con una diferencia entre un episodio y el
otro de hasta de 5 meses (Cuadro 5, Fig 1)

Un neonato curso con bacteriemia primaria por E.aerogenes, con colonizacién
simultdnea. Ademas se determiné que este caso y el episodio en el grupo P
fueron originados por una clona. (Cuadro 6, Fig 2)

Dos neonatos cursaron con sepsis y/o bacteriemia primaria por Enterobacter
cloacae. S6lo uno de los neonatos se encontraba con colonizacion previa al
desarrollo de la infeccién, ademés en este caso, dos de las cinco cepas aisladas
de coprocultivo previas al episodio de sepsis, no tuvieron relacion genotipica con
la cepa aislada la infeccion invasiva; cinco dias antes de que se aislara en sangre,
se recuperd una cepa idéntica de coprocultivo. En dos pacientes (G y H) tuvieron
clonas idénticas, con una diferencia entre un episodio de sepsis y el otro de un
mes ( Cuadro 7, Fig3)

Se presentd un episodio de sepsis y/o bacteriemia primaria por Klebsiella
pneumoniae, con colonizacion previa 5 dias antes del diagndstico de la infeccion
(Cuadro 8, Fig 4).

Un episodio de neuroinfeccién por Serratia marcescens asociada a derivacion
ventriculo peritoneal (episodio K), con colonizacion e infeccion simultanea. No
hubo otros casos de infeccién o colonizacién por Serratia marcescens en la UCIN
al momento de la identificacion de este episodio (Cuadro 6, Fig 2).

Finalmente 2 neonatos presentaron candidemia aguda diseminada por Candida
albicans, la colonizacibn en ambos casos se detecto de forma simultdnea al

diagndstico de la infeccion. Ademas se establecio la presencia de una clona que
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origino los episodios O, P, R en ambos grupos de estudio. En un episodio el
cariotipo fue diferente (Q) (Cuadro 11 Fig-7).

En resumen del total de los neonatos con infeccion nosocomial durante el periodo
de estudio en ambos grupos P (11) y S/P (19), se documentd genotipicamente,
gue en el grupo P, el 45% de los neonatos se colonizaron previo al desarrollo de
la infeccién (5/11) y en el grupo S/P el 16% (3/19).

En relacion al perfil de resistencia antimicrobiana de los aislamientos
microbiologicos , en los casos de infeccion nosocomial, las enterobacterias
BLEEs+ tuvieron resistencia para amikacina 35% y ciprofloxacino 46%, no se
detecto resistencia a carbapenémicos. Para el género de Staphylococcus el 100%
se reportaron con resistencia a meticilina, sensibles a trimetoprim/sulfametoxazol,
rifampicina y amikacina; y de los aislamientos de Candida albicans no hubo

resistencia a los antimicéticos probados.

Eventos adversos.

Durante el seguimiento de los neonatos en la UCIN, no hubo diferencias
estadisticamente significativas, al comparar la proporcibn de neonatos que
presentaron al menos un dato clinico de intolerancia enteral (distension abdominal,
residuo gastrico, vémito biliar o ausencia de peristalsis) entre el grupo P y S/P. No
se registré diarrea como efecto adverso. En ningun caso se suspendid la
alimentacion enteral durante mas de 24h.

No se registraron infecciones atribuidas a Lactobacillus casei subespecie

rhamnosus.
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DISCUSION

La UCIN del Hospital de Pediatria, atiende neonatos en estado critico que son
referidos de unidades de segundo y tercer nivel, con caracteristicas que alteran el
proceso natural de colonizacion intestinal como son prematurez , bajo peso al
nacer, nacimiento via ceséarea, ausencia de lactancia y exposicion previa a
tratamiento antibidtico, principalmente de amplio espectro, lo que explica la
colonizacion por bacterias resistentes, especificamente enterobacterias BLEEs+ y
Candida albicans. (21,68,78)

El principal microorganismo colonizador fue E.coli, como se ha demostrado en
otros estudios. De manera similar, después de 3 semanas de estancia hospitalaria
en la UCIN, todos los pacientes estan colonizados, favorecido principalmente por
el uso de antimicrobianos de amplio espectro y la falta de alimentacién con leche
materna. (79, 81)

En este estudio se encontré que el uso de antibiéticos de amplio espectro, es un
factor independiente que altera el grado de colonizacion intestinal. Diversos
estudios in vitro han demostrado el fendmeno de presién de seleccién
antimicrobiana que ejercen los antibiéticos sobre la microbiota intestinal,
favoreciendo la seleccién de bacterias Gram-negativas resistentes a antibiéticos,
convirtiendo el intestino en un reservorio natural. (82)

El uso de antibidticos en modelos animales, confirman que favorece el
sobrecrecimiento de bacterias Gram-negativas resistentes, sin embargo esto
ocurre unicamente posterior a la inoculacion de dichas bacterias. Por lo que es
necesario ademas de la presion de seleccidon bacteriana, que las bacterias estén
presentes en el ambiente hospitalario. Es muy probable que las clonas detectadas
durante el periodo de estudio, se hayan seleccionado y se mantengan en el
intestino de los pacientes y por medio de las manos del personal de salud se
transmitan de forma cruzada hacia otros neonatos que también habian recibido
antibidticos de amplio espectro. (83) Estudios previos han demostrado que la
colonizacion intestinal de los neonatos atendidos en la UCIN por enterobacterias
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multirresistentes se presenta de forma temprana y la transmisién cruzada de estas
bacterias causales de sepsis ocurre entre un 12 % al 70%. (78,84)

Si bien estudios previos han demostrado que el uso de probidticos pueden
prevenir la colonizacion intestinal por bacterias Gram negativas y hongos (42),

En nuestro estudio se observé que puede alterar el proceso de colonizacién de
enterobacterias (E.coli) asi como para Enterococcus spp., se encontré que se
reduce la colonizacion a partir de la segunda semana y este efecto permanece
hasta la tercera semana. En lo que respecta a la proporcion de neonatos
colonizados por Staphylococcus spp. no hubo diferencia entre ambos grupos de
estudio, por el nimero de neonatos en el seguimiento. Por lo que no hay

resultados concluyentes para estos microorganismos.

Tedricamente el efecto de la suplementacion oral con probioticos sobre la
colonizacion intestinal, es debido al fendmeno de resistencia a la colonizacion de
bacterias colonizadoras potencialmente patégenas (patobiontes). Para bacterias
Gram-negativas y Enterococcus el principal mecanismo de resistencia es a través
de la produccion de bacteriocinas y para Gram-positivas, especificamente el
género de Staphylococcus spp. es a través de la acidificacion del pH asi como por

la produccion de acidos organicos. (34,85,86)

En relacién a la colonizacién de neonatos por levaduras, Candida albicans fue la
Unica especie de Candida encontrada. La colonizacion intestinal es el principal
reservorio para este microorganismo y se presenta hasta en una décima parte de
los neonatos en la UCIN, aunque en estudios previos se ha sefalado que esta
puede incluso alcanzar hasta una cuarta parte de los pacientes. (87) Aunque no
se demostré diferencia en la proporcién de neonatos colonizados, cabe sefalar
que este represento el menor nimero de neonatos, lo que puede explicar la falta
de conclusiones al respecto. (105,106)

Aunque Lactobacilllus casei puede interferir sobre la colonizacién intestinal por
Candida spp., a través de la inhibicién de la adherencia intestinal y la induccion en
la produccién de IgA local. (88,89) La limitante principal para demostrar
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diferencias y establecer las recomendaciones es la baja frecuencia de
colonizacion que se encontré en los pacientes de esta UCIN.

Si bien no se encontré diferencia en la proporcién de pacientes colonizados por la
mayoria de los diferentes géneros microbianos estudiados en ambos grupos de
neonatos estudiados, es importante sefalar que hasta el momento no hay
recomendaciones claras con suficiente nivel de evidencia sobre la presentacion
de probioticos (combinados o simple), dosis, intervalos de administraciéon y tiempo
necesario cuyo objetivo primario sea: modificar la colonizacibn en el grupo
neonatos prematuros en estado critico, por cada género microbiano de relevancia
clinica. (48) Aunado a que es bien conocido que la colonizacion intestinal de
probidticos suplementados en este grupo es diferente al resto de los grupos de
neonatos, siendo menor la colonizaciéon (90) en este estudio se empled un
probiotico simple con la dosis establecida en otros estudios, para prevencion de
enterocolitis necrosante y basados en algunas recomendaciones para este grupo
de neonatos, con un numero mucho mayor de pacientes, por lo que la falta de

resultados concluyentes puede ser explicada por este hecho.

La frecuencia de IN por microorganismos invasivos genotipicamente iguales a los
colonizadores, destaca en primer lugar para las enterobacterias, seguidas de las
levaduras, que se presentan con mayor mortalidad y morbilidad que las
originadas por género de Staphylococcus, (91) siendo las principales especies
implicadas: E.coli, E.cloacae, K.pneumoniae y S.marcescens, como se observo en
este estudio. (92)

Posterior al analisis por medio de PFGE, para determinar la relacion genotipica,
en mas de la mitad de los casos de infeccion nosocomial, los microorganismos
invasivos aislados de sitios estériles fueron genotipicamente iguales a los
colonizadores de intestino, y lo mas importante, es que aproximadamente la mitad
se encontraban colonizados previo al diagnéstico de infeccion invasiva, lo que
confirma que el intestino es un reservorio natural de patdégenos y que la infeccién

endégena (translocacién bacteriana y/o autoinoculacion) es la via de infeccion.
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Estos hallazgos estan acorde con estudios previos donde se ha encontrado que
mas de la mitad de los casos de sepsis neonatal, son causados por
microorganismos invasivos genotipicamente iguales a los colonizadores de
intestino. (93-94) Ya que una menor parte de las infecciones son transmitidas a
través de las manos del personal o tienen una fuente exégena, es importante que
dentro de las estrategias actuales para disminuir las infecciones por
microorganismos resistentes se incluyan intervenciones para modificar la
colonizacion y reducir la seleccion de estas bacterias con un adecuado uso de
antimicrobianos de amplio espectro.

Por otro lado se encontré la presencia de clonas de E.coli, E.aerogenes,
E.cloacae y Candida albicans que se mantuvieron en el tiempo y que originaron
varios episodios de infeccion nosocomial en ambos grupos de estudio. Estas
clonas persisten gracias a la colonizacion de los pacientes, y van pasando a los
pacientes de nuevo ingreso, probablemente por medio de transmision horizontal a
través del personal de salud (95)

El perfil de resistencia de las enterobacterias BLEEs + aisladas en los casos de
INs incluye diferentes clases de antibiéticos ademas de los beta-lactamicos como
fluoroquinolonas y, aminoglucésidos. Las BLEEs+, pertenecen al grupo 2be (96)
Los genes que codifican las BLEEs+ de este grupo, se encuentran en plasmidos
lo que permite su facil transferencia entre diferentes géneros bacterianos
(transferencia horizontal) y la presencia de otros genes que codifican para
diferentes mecanismos de resistencia antimicrobiana ubicados en el mismo
plasmido lo que puede explicar la multirresistencia. (96) Estos plasmidos
contienen genes que confieren resistencia a otros antimicrobianos, son tres los
mecanismos que confieren resistencia a quinolonas mediadas por plasmidos; los
determinantes Qnr, Acetil-transferasa AAC (6), br-cr y QepA. Mientras que las
proteinas QnrA, Qnr B y QnrS, protegen el sitio de accion del sitio blanco
(topoisomerasa IV, Dna Girasa) de la inhibicion de las quinolonas. El gene QepA
codifica un segmento de una bomba de flujo de 14 pasos transmembranales, la
cual pertenece a la familia de superproteinas facilitadoras y su modificacién
disminuye la permeabilidad a las fluoroquinolonas. (97,98)
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Aunque en este estudio no se determind el tipo de R-lactamasas; en la UCIN de
este hospital; estudios previos han demostrado la existencia de los tipos TEM-1,
SHV-2a y SHV-5. (70) En México, se ha determinado la frecuencia y tipo de
BLEEs+ en diferentes hospitales del pais, encontrando que las especies mas
prevalentes son: K.pneumoniae (56%), E. cloacae (29%) y E.coli (15%) y los tipos
de BLEEs mas frecuentes identificados fueron: tipos de SHV-2,5y 12 (84%), TLA-
1 (11%) Y CTX-M15 (5%). (99) Seria necesaria la determinacién por medio del
punto isoeléctrico de las enzimas para determinar el tipo especifico y corroborar

con los estudios previos.

De esta forma la microbiota intestinal incluye microorganismos potencialmente
patdgenos, los cuales han sido denominados patobiontes que pueden originar
enfermedad cuando la homeoestasis intestinal es alterada. (100) Los mecanismos
moleculares por los cuales los patobiontes pueden causar enfermedad son poco
conocidos, uno de los mecanismos es la sustitucion o supresion de la microbiota
normal, lo cual favorece el crecimiento de los patobiontes y en consecuencia
sepsis. (101).

En este estudio tomando en cuenta todas las condiciones que influyen en la
alteracion de la microbiota intestinal descritas en la literatura, posterior al andlisis
multivariado se demostrd que los dos factores independientes que modifican el
grado de colonizacién intestinal, fueron la suplementacion con el probidtico y el
uso de antimicrobianos de amplio espectro. Estudios in vitro, apoyan los hallazgos
observados en nuestro estudio. Ayres y cols. desarrollaron un estudio in vitro en
el cual determinan algunos de los mecanismos moleculares por los cuales los
patobiontes pueden generar episodios de sepsis. En este modelo animal, se
modifico la biota intestinal con el uso de antibiéticos para favorecer el
sobrecrecimiento de E.coli multiresistente y se observd que estos
microorganismos son reconocidos por el sistema inmune innato (inflamosomas
Naip 5- Nicr4), los cuales son responsables de generar un estado de sepsis

posterior al in6culo en sangre. Los inflamosomas son un complejo proteico que se
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encarga de organizar la respuesta inmune innata a nivel intestinal. Estas proteinas
detectan los procesos infecciosos a nivel del citosol y su activacion es necesaria
para activar el sistema de proteasa de caspasa-1, el cudl regula la liberacion de
citocinas proinflamtorias: IL-1 beta y IL-8. Los inflamosomas Naip 5- Nicr4,
detectan las proteinas flagelinas de diversas bacterias. La activacion de estas
proteinas regulan la composicion de la microbiota y regeneracion tisular, y aunque
su papel es protector, estudios recientes indican que sobreactivacion puede ser
potencialmente dafino. (102-104).

Por dltimo en cuanto a los resultados de las infecciones por levaduras, Candida
albicans fue la Unica especie identificada. Aun que el nUmero de casos por este
microorganismo fue el menor 4/16, en tres se demostrd que la cepa invasiva era
igual a la colonizadora de intestino ademas se detecto la presencia de una clona
gue origino todos los eventos de infeccién. Por lo que de acuerdo con otros
estudios corroboramos que los recién nacidos en la UCIN tienen una alta
probabilidad de desarrollar infeccion sistémica fangica ya que dentro de los
factores de riesgo esta la colonizacion por especies de Candida spp, el cual es
el factor predisponente mas importante para desarrollar enfermedad invasiva.
(43,105-106)

Este estudio tiene las siguientes limitaciones, en primer lugar: no se estratifico el
grupo de estudio por microorganismos, al avanzar los dias, los pacientes en cada
grupo disminuyen, lo cudl limita la comparacion de resultados al final del mismo,
sin embargo para disminuir la posibilidad de resultados debidos al azar, los
pacientes que estaban colonizados en la 2da semana y fueron egresados antes de
la tercera, se incluyeron en el analisis con el mismo resultado que tuvieron en el
altimo cultivo. Por otra parte, la investigacidon se asienta en el tiempo real de
estancia que tienen los pacientes en la unidad de cuidado intensivo y que estan
expuestos a los diferentes factores de riesgo

Otra limitacién del estudio fue la técnica empleada para la cuantificacion de los

microorganismos; coprocultivos semicuantitativos en placa, aunque es una buena
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alternativa y mantiene el mismo efecto observado con otras técnicas de biologia
molecular altamente sensibles como es la hibridacion en situ o microarreglos de

RNA , puede estar subestimando los resultados. (73,75)

Como se comento previamente, no hay un consenso basado en evidencia sobre
el tipo de probibtico, presentacion simple o combinado, dosis, intervalo de
ministracion y duracion, que sea capaz de modificar la microbiota intestinal,
especificamente para cada una de los géneros de patobiontes en el grupo de
neonatos en estado critico. Por lo que es necesario mas estudios con este objetivo
para poder determinar el papel de los probibticos como estrategia para modificar

este reservorio natural.
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CONCLUSIONES:
1.-La suplementacién oral con Lactobacillus rhamnosus en neonatos atendidos
en UCIN, modifica la colonizacion intestinal de E.coli productoras de BLEEs y
Enterococcus spp

2.- La mitad de las infecciones nosocomiales son originadas por

microorganismos relacionados genotipica con los colonizadores de intestino.
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1

. . Participantes elegibles
Diagrama de Flujo (n=141)

No reunieron los criterios de inclusion®

(n=31)
Aleatorizados 1
L (n=110) J
Suplemento de Probiéticos (n=54) Sin suplemento (n=56)
Pacientes en seguimiento Pacientes en seguimiento
7 dias (n= 50):3 muertes*, 1 egreso 7 dias (n= 49):2 muertes*, 5 egresos
14 dias (n= 18): 32 egresos 14 dias (n=28): 20 egresos, 1 muerte*
21 dias (n= 8):10 egresos 21 dias (n=19): 11 egresos
Intervencion suspendida2 (n=5) Intervencion suspendida (n=4)
Eliminados® (n=4) Eliminados (n=7)
Excluidos del andlisis (n=0) ] { Excluidos del andlisis (n=0)

11.-No colonizados. * Las causas de muerte en ambos grupos fueron por complicaciones post-quirdrgicas
mediatas de cirugia cardiovascular 2.-Las causas de intervencion suspendida en el grupo con suplementacion:
inmunosupresion secundaria a quimioterapia, sepsis grave, derivacion intestino delgado, falla cardiaca (2). En
el grupo sin suplementacion: egreso de la UCIN, falla cardiaca (2), enterocolitis necrosante. 3.-Las causas de
eliminacion fueron egreso de la unidad antes de 7 dias de estancia en ambos grupos.
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Cuadro 1. Caracteristicas clinicas al ingreso al estudio.

CARACTERISTICAS PACIENTES SIN  PACIENTES CON

SUPLEMENTO SUPLEMENTO" p*
n=56 n=54
n % n %
EDAD (dias)
mediana (min,max.) 25 (6,120) 25.5 (6,108) 0.89
GENERO
Femenino 28 50.0 30 55.6 0.56
Masculino 28 50.0 24 44.4
PESO (g) 2255 (+ 859) 2223(+ 861) 0.84
media (DE)
PESO EXTREMADAMENTE BAJO (<1.5kg) 12 21.4 17 31.5
PESO BAJO (1.5-2.5KQ) 20 35.7 11 20.4
PESO NORMAL (>2.5Kg) 24 42.9 26 48.1 0.17
EDAD GESTACIONAL (semanas) 34.5(24,40) 34(26,42) 0.88
mediana (min,max.)
TERM[NO >37 sem 20 35.7 19 35.2
PRETERMINO <37-30 sem 24 42.9 23 42.7 0.99
PREMATURO EXTREMO <30 sem 12 21.4 12 22.1
ESTANCIA HOSPITALARIA PREVIA (dias) 9(1,62) 8 (1,60) 0.62
mediana (min,max.)
ANTECEDENTE DE USO DE ANTIBIOTICOS
Si 34 60.7 31 57.4 0.72
No 22 39.3 23 42.6
ESQUEMA DE ANTIBIOTICOS
Amplio espectro® 21 65.6 18 66.7
Otros ° 11 33.4 9 33.3 0.84

1.-Suplemento con Lactobacillus casei subespecie rahmnosus 1X10° UFC cada 24h
2.-Amplio espectro: Terapia que incluye al menos uno de los siguientes: cefalosporinas de tercera

generacion, glicopéptidos y carbapenémicos.

3.-Terapia que incluy6 al menos uno de los siguientes: aminopenicilinas, isoxazolilpenicilinas y cefalosporinas

de primera generacion.

* Valor de p ( Pruebat de Student, U de Mann-Whitney, Chi® y/o Exacta de Fisher.)
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Cuadro 2.- Comparacién de la proporcion de pacientes colonizados de
acuerdo al género del microorganismo durante el seguimiento.

Microorganismo

Staphylococcus
spp.

Candida spp. 12.5 9.3 . . 0.0 111 . 0.0

1.-S/P: Pacientes sin suplemento
2.-P: Pacientes con suplemento con Lactobacilus casei subespecie rahmnosus
* Valor de p<0.05 (Prueba exacta de Fisher)
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Cuadro 3.- Comparacién de la media logaritmica de
microorganismos aislados.

PACIENTES CON PACIENTES SIN Valor
SUPLEMENTO" SUPLEMENTO p*
n=54 n=56
media media
log UFC? log UFC

BASAL (DiA 0)

Colonizacién global® 15.5 14.9 0.41
Enterobacterias 12.2 10.1 0.18
Staphylococcus spp 4.7 4.9 0.92

Enterococcus spp. 4.3 3.8 0.65
Candida spp. 0.5 0.8 0.48

7 DIAS

Colonizacion global 14.7 16.9 0.006
Enterobacterias 7.3 15.9 0.005
Staphylococcus spp. 3.7 31 0.61
Enterococcus spp. 3.9 4.4 0.76

Candida spp. 0.6 0.5 0.75

14 DIiAS

Colonizacion global 13.3 17.8 0.003
Enterobacterias 11.4 17.1 0.004
Staphylococcus spp. 14 35 0.21
Enterococcus spp. 1.2 5.9 0.016

Candida spp. 0.5 0.1 0.31

21 DiAS

Colonizacion global 15.6 19.1 0.01
Enterobacterias 15.03 18.9 0.002
Staphylococcus spp. 0 3.6 0.49
Enterococcus spp. 15 6.4 0.08

Candida spp. 0 0.2 0.47

1.-Suplementacion oral con Lactobacillus casei subespecie rahmnosus 1x 10° UFC

2.- UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonias por mililitro.)
3.- Colonizacion global: Incluye la cuantificacion total de todos los géneros identificados: Enterobacterias

productoras de BLEEs, Enterococcus spp, Staphylococcus spp y Candida spp.
*p=valor de p (Pruebat de Student)
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Grafico 1.- Efecto de la suplementacion oral con Lactobacillus casei
sobre la colonizacion por enterobacterias productoras de BLEEs.

Media log UFC/ml
15
B B

P SIP P SIP P S/P P S/P
Basal 7 dias 14 dias 21 dias

P =Suplementacion oral con Lactobacillus casei
S/P= Sin suplementacion oral
* p=<0.05
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Cuadro 4.- Modelo de regresion lineal multiple generalizado

*

Coeficiente  1C95%  X? Wald p
Log UFC/ml (Beta)
Suplementacion® -1.59 -2.53, -0.68 3.37 0.001
Antibiéticos” 0.20 0.02, 0.37 2.26 0.026

1.- Suplementacion oral con Lactobacillus casei subespecie rahmnosus
2.- Uso de antibidticos de amplio espectro.

* —_
p=Valor de p
Modelo de regresion lineal multiple generalizado, ajustado por peso al ingreso, semanas de edad gestacional

y dias de estancia hospitalaria.
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Cuadro 5 Episodios de sepsis por cepas de E. coli aisladas de liquidos estériles
y coprocultivos tipificadas mediante PFGE

Episodio Grupo Diagnostico INS Tiempo
Colonizacion
A S/IP Atresia Bacteriemia 25 dias
tricuspidea primaria
B S/IP Comunicacion  Bacteriemia Simultanea
interventricular primaria
C S/P Meningocele Ependimitis 12 dias
roto
D P Coartacion Bacteriemia Simultanea
aorta primaria

12 13 14 15 16

800kb

500kb

400kb

200kb

50kb

a) b)
Figura 1.- Patron genodmico de las cepas de E.coli digerido con Xbal y obtenido

por PFGE. a.-) Carriles 1 al 5: aislamientos del episodio de sepsis A= idénticas. Carril 6 y 7: episodio C,
cepa de LCR y una cepa de coprocultivo= idénticas. Carriles 8-11: cepas de episodio D = idénticas. b.-)
Carriles 12-16: cepas de episodio B= idénticas y no relacionada (15). M: Marcador de peso molecular Lambda
ladder.
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Cuadro 6. Episodios de sepsis por cepas de E. aerogenes y S. marcescens
aisladas de liquidos estériles y corpocultivos tipificadas mediante PFGE

Episodio Grupo Diagndstico INS Tiempo de
colonizacién
E P Asfixia Bacteriemia 9 dias
perinatal primaria
F S/P Transposicion  Bacteriemia Simultdnea
Grandes primaria
vasos
K P Malformacion Ependimitis Simultdnea
Chiary tipo Il

800kb

500kb

400kb

200kb

50kb

Figura 2.- Patrén gendmico de las cepas de E. aerogenes y S. marcescens

digerido con Spel y obtenido por PFGE. carriles 1 y 2: aislamientos del episodio de sepsis E=
idénticas. Carril 3 y 4: episodio F= idénticas. Carriles 5 y 6: episodio K una cepa de LCR y una cepa de
coprocultivo= idénticas. M: Marcador de talla molecular Lambda ladder.

42


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Cuadro 7 — Episodios de sepsis por cepas de E. cloacae aisladas de liquidos de
estériles y coprocultivos tipificadas mediante PFGE

Episodio Grupo Diagndstico INS Tiempo de
colonizacién
G P Asfixia Ependimitis 7 dias
perinatal/Hidrocefalia
H S/P Comunicacion Bacteriemia Simultdnea
interventricular primaria
I S/P Asfixia Bacteriemia 18 dias
perinatal/Insuficiencia primaria
renal

500kb

Figura 3.- Patron gendmico de las cepas de E. cloacae digerido con Spel y

obtenido por PFGE. carriles 1 y 2: aislamientos del episodio de sepsis G un aislamiento de LCR y una
cepa de coprocultivo= idénticas. Carril 3-5: episodio H= idénticas. Carriles 6-11: episodio | = idénticas y no

relacionadas (7.8). M: Marcador de talla molecular Lambda ladder.
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Cuadro 8.- Episodios de sepsis por cepas de K. pneumoniae ailadas de liquidos
estériles y coprocultivos tipificadas mediante PFGE

Episodio Grupo Diagndstico INS Tiempo de
colonizacién
J S/P Asfixia Bacteriemia 5 dias
perinatal/Insuficiencia primaria
renal aguda

800kb

500kb

400kb

200kb

100kb

Figura 4.- Patron gendmico de las cepas de K. pneumoniae digerido con Xbal y

obtenido por PFGE. carriles 1 -3: aislamientos del episodio de sepsis J= idénticas. M: Marcador de talla
molecular Lambda ladder.
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Cuadro 9.- Episodios de sepsis por cepas de S. epidermidis y S. hominis
aisladas de liquidos estériles y coprocultivos tipificadas mediante PFGE

Episodio Grupo Diagndstico INS Tiempo de
colonizacién
L P Asfixia Bacteriemia 7 dias
perinatla/Hidrocefalia primaria
no comunicante
M P Sindrome Ventriculo  Bacteriemia Simultdnea
izquierdo hipoplasico primaria
M 1 2 3

800kb

500kb

400kb

200kb

Figura 5.- Patron gendmico de las cepas de S. epidermidis y S. hominis digeridos

con Smal y obtenido por PFGE. carriles 1 y 2: aislamientos del episodio de sepsis L= idénticas.
Carriles 3 y 4: episodio M= no relacionadas. M: Marcador de talla molecular Lambda ladder.
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Cuadro 10 .- Episodios de sepsis por cepas de E. faecalis aisladas del liquidos

estériles y coprocultivos tipificadas por PFGE.

Episodio Grupo Diagndstico INS Tiempo de

colonizacién

N P Anomalia Ebstein Bacteriemia Simultdnea
primaria

800kb

500kb

400kb

200kb

Figura 6.- Patron genomico de las cepas de E. faecalis digeridos con Smal y

obtenido por PFGE. Carril M: Marcador de talla molecular Lambda ladder, Carril: 1-3 aislamientos
del episodio de sepsis N de un paciente atendido en la UCIN, una no relacionada y las otras 2 idénticas.
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Cuadro 11- Episodios de sepsis por cepas de C. albicans aisladas de liquidos

estériles y coprocultivos tipificadas por PFGE
Episodio Grupo Dignéstico INS Tiempo de
colonizacién

0] S/IP Persistencia del Candidemia Simultanea
conducto arterioso
P P Persistencia del Peritonitis 10 dias
conducto arterioso asociada a
catéter
Q S/IP Tronco arterioso |l Candidemia Simultanea
R S/IP Asfixia Candidemia Simultanea

perinatal/Enterocolitis
Il

2200kb

1600kb

1125kb

1020kb

825kb

Figura 7.-Cariotipo de las cepas de C. albicans obtenido por PFGE. cCarril M:
Marcador de talla molecular Sacharomyces cerevisiae, Carriles 1,2: aislamientos del episodio de sepsis
P = idénticas, Carriles 3-5: episodio R = idénticas, Carriles 6-8: episodio O = idénticas y Carriles 9,10:
aislamientos del episodio de sepsis Q= no relacionadas
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