/171

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y
NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN

Caracterizacion de la flora que coloniza el tubo
digestivo de los pacientes con leucemia aguda
en un hospital de tercer nivel.

TESIS DE POSGRADO
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
ESPECIALISTA EN INFECTOLOGIA
PRESENTA:

Dra. Alejandra Ugarte Torres

e TUTOR PRINCIPAL

o Dr. Luis Alfredo Ponce de Leén Garduiio
o O ASESORES DE TESIS:

INCMNSZ Dr. José Sifuentes Osornio

Dra. J. Miriam Bobadilla del Valle
Dra. Angelina Villasis Keever

México, D.F. Octubre del 2004



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



ESTA TESIS NO BERE
SALIR Dt La BIBLIGTECA



> [l 1
) P

ndra Uqar{e @0

Ssneral ¢s Bidliotaces fo l

0%

Alefa
. q?\ocwtye[ 2004 _ L@

INCMINSZ
INSTITUTO NACIONAL
DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION
“DR. SALVADOR ZUBIRAN"

DIRECCION DE ENSENANZA

Méxi co, D.E

Dr. Guillermo Ruiz-Palacios y Santos
Profesor Titular del Curso




TUTORES

. Dr.. Luis Alfredo Ponce de Ledén Garduiio Departamento de Infectologia del
INCMNSZ. TUTOR PRINCIPAL.

. Dr. Jose Sifuentes Osornio. Departamento de Infectologia.
INCMNSZ, ASESOR GENERAL.

. Dra. J. Miriam Bobadilla del Valle. Laboratorio de Microbiologia del INCMNSZ.

ASESORA DE BIOLOGIA MOLECULAR.

. T.L.C.. Ana Lilia Rolon Montes de Oca. Laboratorio de Microbiologia del
INCMNSZ. ASESORA DE MICROBICLOGIA.

. Dra. Angelina Villasis Keever. Departamento de Infectologia del INCMNSZ.

ASESORA DE ESTADISTICA.



INDICE

IO cvvvteveeetee ettt ettt te s e se s e s s eneeeessseseneneseseseneaeneseresenenanenares

[[g] (oo [FTo{e11o ] o TS OO RUOURUTPROPRTO

Antecedentes...........ocoeeiviiiiiiiiie s

Hipotesis... : R R

ORJelVOS: iR R

Mailerial y Melodos....c. wiiiiimmsimimiinmmmmsiosrmmnesins

RESHIERTOS. s s s s S S R R A

el o T e e L e

CUNVES A€ SODIEVIVA. ... cviviieieeieie e ieeseees e rne e eareansnsnsnanrnnnns

B O T s v i e R S s sy

19

20

21

28

33

35

37

43

45



INTRODUCCION

Las infecciones en los pacientes neutropénicos se han mantenido como causa
importante de morbilidad y mortalidad. Se conoce que cincuenta porciento de los
pacientes neutropénicos con fiebre tiene una infeccion oculta y por lo menos una quinta
parte desarrollan bacteremia.'?

La microbiologia de los gérmenes responsables de las bacteremias se ha
modificado en los dltimos 20 arios. Inicialmente, las bacteremias eran causadas por
gérmenes gramnegativos (enterobacterias y Pseudomonas sp)**. Actualmente, los
organismos mas frecuentemente aislados son los cocos grampositivos. Sin embargo la
mortalidad atribuible a las bacteremias sigue siendo mayor en los pacientes con
gérmenes gramnegativos, la cual ha alcanzada hasta el 80%.

El principal sitio de origen de las bacteremias es el gastrointestinal. Ademas se ha
descrito que los gérmenes grampositivos resistentes y Pseudomonas sp son los
gérmenes capaces de ocasionar traslocacién bacteriana desde el tubo digestivo hacia el
torrente sanguineozz. Con este antecedente se han probado diferentes esquemas de
profilaxis, para la prevencion de bacteremias en los pacientes neutropénicos. La profilaxis
con quinolonas en estos pacientes disminuye los eventos febriles ye | nimero de las
bacteremias por gérmenes gram negativos, sin embargo no tiene impacto sobre la
mortalidad y si se ha observado un incremento en la emergencia de gérmenes
resistentes, de infecciones causadas por cocos gram-positivos y de colonizacién por

hongos'?.

Conocer el comportamiento de la flora bacteriana normal del tracto gastrointestinal
de los pacientes con leucemia durante su hospitalizacion, asi como el uso de antibiodticos
para la prevencion o tratamiento de infecciones durante la neutropenia grave, nos puede
permitir predecir que tipo de gérmenes se encuentran asociados con las bacteremias que
se presentan fuera del hospital y replantear estrategias de prevencion mas adecuadas en
estos pacientes, donde el inicio temprano y adecuado de antibioticos tienen un impacto
importante en la sobrevida.



ANTECEDENTES

1. Bacteremias en el paciente neutropénico.
Las bacteremias en los pacientes neutropénicos son una de las infecciones mas
frecuentemente relacionadas con mortalidad. Se han reportado una tasa de recuperacion
de gérmenes cultivados de sangre periférica de 20% en pacientes con neutropenia grave

secundaria a quimioterapia. '

Los gérmenes responsables de las bacteremias han cambiado sustancialmente en
los Ultimos 20 afos. En la década de los 70's y hasta los principios de los 90's los
gérmenes gram negativos fueron los responsables del 60 a 70% de las bacteremias,
principalmente por enterobacterias y Pseudomonas sp.>* Actualmente, se reporta que del
60 a 70% de las bacteremias son causadas por cocos gram positivos en pacientes con
cancer*®,® Sin embargo, existen algunos estudios recientes’.? en donde la prevalencia de
bacteremias por gérmenes gram positivos es similar a la de gram negativos, sobre todo

en aquellos sitios en donde la profilaxis no se usa de forma rutinaria®.

Algunos de los factores que se proponen como responsables de este cambio hacia
la mayor incidencia de infecciones por gram positivos incluyen: la mucositis oral asociada
a los agentes antineoplasicos cada vez mas potentes, la neutropenia mas profunda y
prolongada, el incremento en el uso de catéteres intravenosos, el empleo de profilaxis con
fluoroquinolonas, el uso de antibiéticos de amplio espectro y de antiacidos y de

bloqueadores de receptores H, de histamina'®.



2. Origen de las bacteremias por gérmenes gram negativos de los pacientes

neutropénicos.

En la mayoria de los pacientes neutropénicos, el origen de las bacteremias no es
identificado. Por ello se ha postulado que los organismos gram negativos responsables
provienen de la microflora enddégena de cada paciente, principalmente a partir del tubo
digestivo.'® Una de las primeras evidencias fue el estudio realizado por Tancréde'’ en
1984, en el que demostrd la traslocacion bacteriana de la flora gastrointestinal hacia el
torrente sanguineo. También demostré la asociacion de la traslocaciéon bacteriana con el
grado de neutropenia y con la duracién de la misma. El microorganismo mas frecuente y
abundante, en los coprocultivos, fue también el aislado clinico mas comin en las
bacteremias, cuando la cuenta total de neutrofilos era menor de 100 cel/mm®. P
aeruginosa se aislé en sangre Unicamente cuando se encontraba colonizando el intestino.
Por otro lado, también en este estudio se demostro la asociacion del uso de antibidticos
con la colonizacion por P. aeruginosa y con ello un riesgo mayor de bacteremia por el

mismo germen.

El riesgo de infeccion en los pacientes neutropénicos se relaciona de forma
inversamente proporcional al nimero total de neutréfilos. Los pacientes con neutrofilos
totales menores de 500 cel/mm®, se encuentran en gran riesgo de infeccién y mas adn
aquellos que tienen menos de 100 neutréfilos totales. La progresion de la infeccion puede
ser rapida por lo que el inicio del tratamiento empirico debe ser oportuno, inmediatamente

después del inicio de la fiebre, y de cobertura amplia,’

En estudios controlados se han identificado factores de riesgo que favorecen
infecciones serias entre los pacientes febriles con neutropenia grave, tales como:

neutropenia profunda (neutrofilos totales menores a 100 cel/mm?), neutropenia por mas de



7 dias, alteracion de las pruebas de funcionamiento hepatico, colocacion de catéteres
endovenosos, cancer no controlado, edad mayor de 60 afios, y haber recibido tratamiento

antifingico en los dltimos 6 meses.'?,"

3. Mortalidad en los pacientes neutropénicos.

La mortalidad en los pacientes neutropénicos con fiebre se ha estudiado en
diferentes series.>™!", la mortalidad cruda durante al évento febril ha sido reportada entre
el 10% y el 35%, segun diferentes estudios."”'" La mortalidad en general en estos
pacientes esta relacionada con las condiciones propias de la enfermedad y del paciente
en un alto porcentaje. En un estudio reciente realizado en el Instituto™, encontramos que
la mortalidad en estos pacientes se encuentra mas asociada a factores relacionados a la
enfermedad o al huésped, como la edad y el estado no controlado o en recaida de la

enfermedad.

A pesar de la posible predominancia de los gérmenes gram-positivos, la mortalidad
atribuible a las bacteremias causadas por gérmenes gram negativos sigue siendo mayor,
para Pseudomonas sp hasta del 76%, solo es superada por las fungemias, con mortalidad

del 95% y por Staphylococcus aureus meticilino-resistente del 82%.%

4. Prevencion de bacteremias en los pacientes con neutropenia grave
Las bacteremias por enterobacterias y P. aeruginosa® se han reconocido desde
tiempo atras como causas importantes de mortalidad entre los pacientes con neutropenia

severa durante el periodo posterior a la quimioterapia.

Estos hallazgos llevaron a la realizacion de multiples estudios que valoraron la

utilidad de la profilaxis antimicrobiana contra los gérmenes méas frecuentemente



relacionados con bacteremia en los pacientes neutropénicos, asi se probaron diferentes
antibioticos como descontaminantes intestinales con la finalidad de disminuir la cantidad
de gérmenes potencialmente responsables de infecciones generalizadas y preservar la
flora anaerobia considerada como protectora. Los antibiéticos que se han usado con esta
finalidad han sido algunos no absorbibles como: aminoglucosidos, polimixina y

vancomicina oral y antibiéticos absorbibles: trimetroprim-sulfametoxazol y quinolonas.'*'®

Rozenberg™ demostré que el uso de trimetroprim-sulfametoxazol evita la
colonizacién por bacilos gram-negativos resistentes. Posteriormente, el mismo autor
reportd disminucién del a flora bacteriana intestinal con la administracién de profilaxis con
ciprofloxacino por via oral. Por lo que se propuso como antibidtico profilactico en estos
pacientes. Sin embargo, los resultados de los estudios con trimetroprim-sulfametoxazol
rapidamente demostraron pobre utilidad de este antibidtico para prevenir las bacteremias

por gram negativos por lo que pronto se dejoé de usar'®.

Las quinolonas han sido empleadas en la profilaxis porque tienen diferentes
caracteristicas como: su amplio espectro antimicrobiano, logran altas concentraciones en

heces, tienen buena actividad bactericida sistémica y son bien tolerados. '®

En la literatura médica existen mas de 5000 estudios publicados con este objetivo
y a través de 3 meta-analisis se han podido evaluar mejor los resultados de estos
estudios. El primero de estos meta-analisis fue publicado por Cruciani'® en 1996, donde
incluyd los estudios prospectivos, aleatorizados, publicados entre 1884 y 1994, que
usaron quinolonas en comparacién con placebo o quinolonas mas un antibiético con
actividad contra gram positivos (vancomicina oral, rifampicina), en comparacion con

placebo. Se analizaron 19 estudios, 13 correspondieron al primer grupo y 6 al segundo.



En el primer grupo se encontrd disminuciéon del nimero de bacteremias por gérmenes
gramnegativos (OR 0.09, IC 95% 0.05-0.16, p<0.001). Sin embargo, la profilaxis se asocio
con una tendencia incrementada de bacteremias por gérmenes gram positivos, sin
diferencia estadistica y su uso no tuvo impacto sobre la mortalidad (p= 0.4). El segundo
grupo se redujo la frecuencia de bacteremias por gérmenes grampositivos (OR 0.76, IC

95% 0.33-0.63, p<0.001), pero sin efecto sobre la mortalidad.

El segundo meta-analisis fue publicado por Engels'’ en 1998, incluyé 18 estudios
aleatorizados, controlados, que usaron profilaxis con quinolonas o trimetroprim—
sulfametoxazol en comparacion con placebo. Encontrd que la profilaxis con quinolonas
disminuyé la incidencia de infecciones bacterianas por gérmenes gram negativos (OR
0.21, IC 95% 0.12-0.37) y de los episodios febriles (OR 0.85, IC 95% 0.73-0.99). Por otro
lado, no se alterd la incidencia de infecciones causadas por gérmenes gram positivos o
por hongos y no incrementd la frecuencia de infecciones causadas por gérmenes
resistentes, sin embargo no tuvo impacto en la mortalidad. En el segundo grupo donde se
uso trimetroprim-sulfametoxazol, no hubo diferencia con el placebo para prevenir

infecciones.

El tercer meta-analisis fue publicado también por Cruciani'® en 2003, incluyé solo 9
estudios aleatorizados desde 1984 hasta 2002, en donde se usaron quinolonas solas
(ciprofloxacino, ofloxacino, pefloxacino o norfloxacino) contra quinolonas asociadas a un
antibiético con actividad contra gram positivos. Se encontré disminucion de la frecuencia
de bacteremias por gérmenes gram negativos, sin embargo, la adicion de un antibiético
contra gram positivos, no previno las bacteremias por estos gérmenes (RR 1.46, IC 95%

1.04-2.04), y tampoco se observo impacto sobre la mortalidad.



Por ello, actualmente los expertos no recomiendan el uso rutinario de profilaxis en
los pacientes neutropénicos y sobre todo en los centros hospitalarios donde se ha
encontrado una alta prevalencia de resistencia a quinolonas o donde se usan de rutina
para el tratamiento parenteral de los episodios febriles de los pacientes neutropénicos con

fiebre'.

5. Efectos de la profilaxis con quinolonas.

Desde los primeros estudios realizados para analizar la profilaxis por quinolonas, se
comenzo a informar sobre el incremento en la aparicion de gérmenes gram positivos,
principalmente por S. aureus meticilino resistente, probablemente debido al espectro
reducido de las quinolonas para los estafilococos'. Esto ha colocado a los cocos gram-
positivos como la principal causa de bacteremia en los Ultimos afios y ha facilitado la

aparicion de cepas resistentes?%?!

. En estos estudios no se ha demostrado gran impacto
de la profilaxis sobre la mortalidad pero si el incremento de la colonizacion por hongos.'?
La colonizacion por hongos se ha reconocido como uno de los factores de riesgo para

fungemias.

En 1984 Wingard? realiz6 el primer estudio que evalué el efecto de la profilaxis sobre
la flora intestinal. Incluy6é 86 pacientes con transplante de médula 6sea a los que les
dieron como profilaxis trimetroprim-sulfametoxazol. Encontré6 40% de gérmenes
resistentes en los coprocultivos. Los gérmenes resistentes mas frecuentemente aislados

fueron E. coliy P. aeruginosa y solo 13 se asociaron a infeccion.

6. Microbiologia de las bacteremias en el INCMNSZ.
El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

(INCMNSZ), es un hospital de referencia, de aproximadamente 200 camas censables. En

1"



un estudio reciente realizado en el Instituto por Kato y cols® se analizaron 1584
bacteremias, los gérmenes mas frecuentes fueron E. coli, S. aureus y S. epidemidis. Se
incrementaron las frecuencias de bacteremias por E coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae,
Enterobacter sp, Serratia sp, S aureus, S. epidermidis y Enterococcus sp. El incremento
de resistencia a quinolonas tanto para gram negativos como para gram positivos fue
notable. Para E coli la resistencia a ciprofloxacino se incrementd de 18 a 45% y para
Enterococcus de 0 a 70% durante el periodo de estudio®. Asi mismo, entre las cepas de
K. pneumoniae, hubo un incremento en la produccion de beta-lactamasas de espectro

extendido (BLEE).

7. Experiencia del uso de quinolonas en la profilaxis de la neutropenia grave de los
pacientes con leucemia en el INCMNSZ.

En nuestro hospital se han usado de forma poco estandarizada las quinolonas
como profilaxis en los pacientes con neutropenia grave y neoplasias hematoldgicas.
Recientemente, realizamos un estudio retrospectivo’* de 1998 a 2003, para analizar la
utilidad de la profilaxis con quinolonas en los pacientes con neutropenia secundaria a
quimioterapia por leucemia aguda mieloide. Se analizaron 71 pacientes, entre los que se
desarrollaron 108 eventos, 46 episodios (42.5%) con profilaxis y 62 (57.4%) sin profilaxis.
Se uso ciprofloxacino a dosis de 500 mg/dia. Se documentaron 27% de bacteremias, 26%
en el grupo con profilaxis vs. 27% en el grupo sin profilaxis. Los gérmenes mas
frecuentemente aislados fueron gram negativos: E. coli (14), K. pneumoniae (1), P.
aeruginosa (1), Stenotrophomona maltophilia (1), Citrobacter freundii (1). La mortalidad
general fue de 30% y la asociada a infeccion fue de 16.6%. La profilaxis no previno
eventos febriles ni bacteremias por gram negativos. La frecuencia de bacteremias por

gram positivos, por levaduras o por gérmenes resistentes, no se incremento.
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Al conocer los patrones de susceptibilidad de los gérmenes asilados de sangre en
nuestro Instituto y en especial de la alta resistencia a quinolonas tanto para gérmenes
gram positivos como para gram negativos, y al encontrar la falta de utilidad de las
quinolonas para prevenir eventos febriles y bacteremias por gram negativos, el
departamento de Infectologia, opté por no usar quinolonas en la profilaxis de los pacientes

con neutropenia grave y leucemia aguda.

8. Utilidad de los coprocultivos para dirigir la terapia de los pacientes

neutropénicos con fiebre y leucemia.

Ante la evidencia de que 40-90% de los episodios de sepsis en los pacientes
neutropénicos por quimioterapia eran causados por bacilos gram negativos del tubo
digestivo, en los 80's se realizaron diferentes estudios para valorar la utilidad de los
coprocultivos para guiar la terapia antimicrobiana en los pacientes que presentaban fiebre
y neutropenia grave’®®. En los primeros estudios se encontraron resultados poco
concluyentes, con diversos problemas relacionados con el al procesamiento de las
muestras, como la cantidad de muestra inoculada en los medios de cultivo, el tipo de

medio de cultivo que se usd y la identificacion de todos los aislados clinicos.

Uno de los primeros conceptos derivados del estudio de las heces de estos pacientes,
fue el hallazgo de Schimpff y cols?” en 1972. Ellos encontraron una asociacion fuerte entre
la colonizacién por P. aeruginosa con la sepsis en la mayoria de los pacientes
neutropénicos. Después de mejorar las medidas de prevencion como lavado de manos y
cambio en los antibidticos orales de profilaxis, esta asociacion disminuyd sustancialmente.
Otro hallazgo importante fue realizado por Gurwtih®®, quien encontré que 20 de 42
episodios de bacteremia evaluables en pacientes con leucemia tuvieron el antecedente de

coprocultivos positivos para el mismo gérmen. Daw y cols? evaluaron 72 pacientes con

13



leucemia, y encontraron infeccién en 32 de ellos. La bacteremia se presentd en todos los
pacientes que estaban colonizados previamente del tubo digestivo y cuando se cultivaron
generalmente fueron cultivos puros, sobre todo por Enterobacter cloacae resistente a

trimetroprim-sulfametoxazol.

Sin embargo, la toma de coprocultivos como parte de una estrategia para valorar
colonizacion en estos pacientes, fue poco aceptada por el costo elevado, la dificultad de
su realizacion y la utilidad clinica limitada. Por ello, algunos invesligadores se propusieron
la tarea de detectar solo gérmenes resistentes. Smith y cols®® analizaron la utilidad de
detectar cepas resistentes a los antibioticos mas empleados en su momento para guiar el
tratamiento en los pacientes con neutropenia antes de presentar fiebre. Encontraron que
el uso de agar MacConkey suplementado con antibidtico para la deteccion de cepas
resistentes, fue preciso, Util y répido y podia ser una buena guia para el clinico que trata

pacientes neutropénicos.

Wingard®, estudi6 la colonizacion por cepas resistentes a carbenicilina y
aminoglucoésidos. Encontro que el 40% de los pacientes estudiados presentaron cepas
resistentes, y una tercera parte de las cepas resistentes estaban presentes antes del uso
de los antibidticos (trimetroprim sulfametoxazol como profilaxis), sobre todo P. aeruginosa.
Se detectaron 12 infecciones en los pacientes colonizados, de ellas, el 58% fue en
pacientes con colonizacion persistente. De los pacientes colonizados con P. aeruginosa,
solo el 12% desarrollaron infeccién, en contaste con los pacientes colonizados por cepas
resistentes de E. coli, quienes desarrollaron infeccion en el 29%, probablemente esto se

debe a la proporcién mayor de estos organismos en las heces.
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En este estudio” también se calcularon la sensibilidad, especificidad y valores
predictivos del coprocultivo en pacientes que presentaban colonizacion con organismos
resistentes, los valores fueron 80%, 59%, 25% y 94%, respectivamente. También se
observé que hubo aumento en la especificidad del coprocultivo al 93% en pacientes que
tuvieron colonizacion persistente, pero se disminuy6 la sensibilidad a 47%. Cohen y cols.,
encontraron resultados similares en los valores predictivos positivo y negativo *' . En
pacientes con colonizacion por gérmenes resistentes el riesgo de bacteremia se
incremento de 17 a 174 veces mas, logrando detectarse en el grupo de pacientes de alto

riesgo y por lo que se propuso como una estrategia de vigilancia util en estos pacientes.

De Jong y cols utilizaron los coprocultivos para valorar la efectividad de la terapia de
descontaminacion, y encontraron que el 41% de las infecciones entre los pacientes
neutropénicos se pudieron predecir por los coprocultivos. Sin embargo se dejaron de
utilizar en estos pacientes debido al costo y laboriosidad que requerian y sobre todo por
tener mejores estrategias de prevencion con los resultados de la descontaminacion

intestinal.

9. Induccion de resistencia por quinolonas.

La exposicion a antibidticos puede promover el desarrollo de resistencia en
bacterias que han adquirido genes exogenos de resistencia o de aquellas bacterias que
contienen genes con mutaciones que confieren resistencia. La principal via de
transferencia de genes de resistencia entre bacterias, aln entre diferentes especies, es a
través de plasmidos. Una vez que el gene de resistencia ha entrado en una poblacién
bacteriana, existe la posibilidad de expansion clonal y de transferencia horizontal del gene

entre cepas y especies bacterianas diferentes™.



En cuanto a las mutaciones cromosdmicas, su expansion es clonal ante la presion
selectiva por los antibioticos. Existen dos tipos de mutaciones: 1) aquellas que alteran las
subunidades de las enzimas blanco de las quinolonas, la DNA girasa y la DNA
topoisomerasa 1V, y 2) aquellas que alteran la permeabilidad de la membrana externa de
la bacteria y modifican el paso del antibiético a través de los canales de las porinas de las

bacterias gramnegativas® .

El uso de las quinolonas actualmente es limitado. Uno de los principales motivos
es el desarrollo casi inmediato de resistencia, sobre todo en infecciones polimicrobianas
en donde los gérmenes patégenos involucrados sean P. aeruginosa o Staphylococcus
aureus. Otra limitacién depende del sitio anatémico donde se encuentre la infeccion para
que el antibiotico penetre o los mecanismos de defensa del huésped se encuentran

disminuidos para controlar la infeccion.®.

En estudios recientes se ha encontrado el uso de fluoroquinolonas como un factor
independiente del surgimiento de cepas productoras de beta-lactamasas de espectro

extendido®

10. Beta-lactamasas de espectro extendido e implicaciones el tratamiento

La emergencia de resistencia a antibioticos p-lactamicos se documentoé antes de que
se desarrollara la penicilina, el primer f-lactdmico. La resistencia al los antibiéticos beta-
lactamicos se debe principalmente a la produccion de B-lactamasas, enzimas que
inactivan a los beta lactamicos mediante el corte de la union amida del anillo beta-
lactamico. Existen numerosas p-lactamasas codificadas por genes cromosomales o por

genes transferibles localizados en plasmidos o transposones™.
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Actualmente, los gérmenes productores de beta lactamasas de espectro extendido
(BLEE) representan un problema mundial. Las BLEE han sido detectadas una amplia
variedad de bacterias gram negativas, sin embargo K. pneumoniae es el gérmen que

produce mas frecuentemente estas enzimas, seguido de E. coli.*®

Las BLEE son enzimas que fenotipicamente se caracterizan por conferir resistencia a
penicilinas y cefalosporinas, incluyendo las de tercera y cuarta generacion y pueden ser
inhibidas por el acido clavulanico. Las bacterias productoras de BLEE son Unicamente
susceptibles a carbapenémicos, cefamicinas, y las combinaciones de R-lactamicos con
inhibidores de R-lactamasas como el tazobactam y el sulbactam. Existe poca evidencia
obre su influencia en el desenlace de los pacientes con infecciones graves por estos
microorganismos, sin embargo en los estudios previos, existe la asociacion entre mala
evolucion del paciente y la deteccion de cepas productoras de BLEE, debido a que el

riesgo de falla al tratamiento se incrementa.®’

La clasificacion de las BLEE se ha realizado en base a su secuencia de aminoacidos.
Clasicamente existen de tres tipos: a) La clase A con son enzimas con peso molecular de
alrededor de 29,000 KDa. b) La clase B son metalo-enzimas que tienen una union de zinc
con un grupo tilo, necesario para la actividad beta-lactamica. c) La clase C que incluye a
las beta-lactamasas cromosomales ampC de Escherichia coli . d) La Clase D son enzimas

hidrolizadoras de oxacilina.

La mayoria de las BLEE son derivadas de las enzimas TEM o SHV. Actualmente
existen mas de 90 tipos de BLEE del grupo TEM y mas de 25 del grupo SHV. Se
encuentran con mayor frecuencia en E. coli y K. pneumoniae, sin embargo han sido

encontradas también en Proteus spp, Providencia spp, y otras enterobacterias™.
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Recientemente, ha surgido una nueva familia de BLEE mediada por plasmidos,
llamada CTX-M, que preferentemente hidroliza la cefotaxima, se ha encontrado

principalmente en Salmonella enteritidis,, E. coli y en otras especies de enterobacterias.

Actualmente la NCCLS* recomienda realizar una biisqueda de escrutinio de cepas
productoras de BLEE, mediante el crecimiento de la cepa problema en medio que
contenga 1 pg/ml de cualquier antibidtico beta-lactamico de espectro extendido y
posteriormente realizar una prueba confirmatoria que consiste en determinar la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI a ceftazidima o a cefotaxima con y sin la presencia
de acido clavulanico (4 pg/ml). La disminucién en la CMI de 3 veces la dilucion en
presencia del acido clavulanico es una prueba confirmatoria de una cepa productora de

de BLEE.

Las pruebas de deteccion de BLEE se han comercializado como la prueba E, que
son tiras con antibiotico en los 2 extremos (ceftazidima y en la otra ceftazidima +
clavulanato). Esta prueba es la que ofrece mayor sensibilidad y especificidad (91 y 97%
respectivamente). El sistema automatizado de susceptibilidad antimicrobiana Vitek

(Biomerieux, Hazlewood, Mo.) también es capaz de detectar BLEE****,

Con estos antecedentes, en este estudio se pretende conocer si la flora bacteriana de
los pacientes con leucemia aguda muestra resistencia a los antibioticos que mas
frecuentemente utilizamos en el tratamiento de la neutropenia grave y como influyen las
hospitalizaciones, el uso de antibidticos y de quimioterapia en el cambio de esta flora. De
esta manera podremos evaluar si es posible disefiar nuevas opciones de esquemas de

profilaxis para prevenir traslocacion bacteriana y la emergencia de resistencia bacteriana.
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JUSTIFICACION

El origen de las bacteremias gue se presentan en los pacientes durante la neutropenia
grave, generalmente es secundaria a |a traslocacion bacteriana de la flora intestinal. En la
actualidad, no existen estudios prospecti\fos que describan el cambio en la colonizacién
bacteriana gastrointestinal entre los pacientes con leucemia y neutropenia grave, y la
influencia de la exposicion a diferentes antibidticos y agentes de quimioterapia que se

utilizan de forma rutinaria en estos pacientes.

El conocimiento del comportamiento de la flora bacteriana en los pacientes con
leucemia permitiria al clinico predecir el tipo de gérmenes asociados con las bacteremias
que se presentan en esta poblacion de gran riesgo y elaborar estrategias de prevencion
de bacteremias secundarias a traslocacion bacteriana de forma mas adecuada en estos
pacientes, ya que el inicio temprano y adecuado de antibidticos tienen un impacto
importante en la sobrevida. De manera que el conocimiento de la frecuencia de cepas
productoras de beta-lactamasas de espectro extendido, puede ayudar a la definicion de

un mejor tratamiento contra estas cepas.

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA
Los pacientes con leucemia aguda y antecedente de uso de antibidticos, no se
colonizan por bacilos gram negativos resistentes, y las bacteremias son ocasionadas por

gérmenes susceptibles a la mayoria de los antibioticos.
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HIPOTESIS ALTERNA
Los pacientes con leucemia aguda y antecedente de uso de antibidticos, tienen
mayor posibilidad de colonizacién de tubo digestivo por bacilos gram-negativos

resistentes, los cuales son responsables de bacteremias.

OBJETIVOS

OBJETIVO ESPECIFICO

Conocer cuales son los gérmenes colonizantes resistentes del tubo digestivo de
los pacientes con leucemia aguda y su cambio de patron de susceptibilidad relacionado

con hospitalizaciones y el uso de antibioticos para tratamiento o profilaxis en neutropenia.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Identificar la presencia de bacilos gram negativos y enterococos resistentes a
quinolonas y cefalosporinas en heces.

2. ldentificar la presencia de gérmenes gram negativos productores de BLEE en heces.

3. Establecer si la colonizacion por gérmenes resistentes es factor de riesgo
independiente para bacteremia.

4. Establecer si existe mayor riesgo de producir bacteremia entre los organismos
resistentes que colonizan persistentemente el tubo digestivo.

5. Establecer si existe asociacion entre la colonizacién por gérmenes resistentes y mayor

riesgo de muerte secundaria a infeccion.

20



METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio prospectivo, observacional, longitudinal, con seguimiento de los pacientes
por 30 dias después del inicio de la neutropenia grave y/o el evento febril. El estudio fue
evaluado y aprobado por el Comité de Investigacion Biomédica en Humanos del

INCMNSZ. (ver anexo 1)

PACIENTES.

Se invitaron a participar a todos los pacientes con diagnédstico conocido de
leucemia aguda de estirpe linfoide o mieloide, que fueron hospitalizados por eventos de
neutropenia grave febril y a los pacientes hospitalizados para confirmar el diagnéstico de
leucemia y para recibir su primer ciclo de quimioterapia, durante el periodo del 1ro de
febrero del 2004 hasta el 31 de agosto del 2004. Se obtuvo consentimiento informado al

momento de la invitacién de participacion en el estudio en todos los pacientes.

Los pacientes fueron evaluados cada semana, mediante una visita con
interrogatorio y exploracion fisica en busqueda de sitios de infeccion. La evaluacion basal
en los pacientes que ingresaron por primer esquema de quimioterapia, se realizo en el
momento de obtener el diagnésticd definitivo y antes de recibir quimioterapia o cualquier
antibidtico y tener menos de 48 hr de hospitalizaciéon. En los pacientes con diagnéstico de
leucemia conocido, la evaluacién basal se realizo en momento de ingresar a urgencias
por un evento de neutropenia grave febril. Posteriormente, todos los pacientes fueron
evaluados cada semana, se les realizd evaluacion clinica, examenes de laboratorio y se
les tomaron muestras de heces para coprocultivo. Los pacientes egresados antes de las 4

semanas y resuelto el evento febril, fueron revisados en la consulta externa de
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Hematologia durante sus visitas de seguimiento habituales, y se les pidié una muestra de
heces del mismo dia , la cual fue transportada en hielo en un tiempo no mayor de 6

horas.

CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes que hubieran aceptado participar en el estudio y hayan firmado el

consentimiento informado, con atencién en el Instituto y las siguientes caracteristicas:

e Leucemia aguda: leucemia aguda de estirpe mieloide o linfoide confirmada por la
presencia de células neopléasicas en sangre periférica, estudio de patologia de médula
osea y/o inmunohistoquimica, e inmunofenotipo,

e Pacientes que ingresaron por primera vez al Instifuto por leucemia aguda sin
quimioterapia previa.

* Pacientes ya ccnocidos en el Instituto con leucemia aguda que se encontraban en
quimioterapia (inicial, de mantenimiento o “de reinduccion”).

« Neutropenia grave febril definida como la presencia de 500 cel/mm® o menos en
sangre periférica, secundaria a efecto de quimioterapia o por infiltracion de médula
osea por neoplasia hematologica, asociada a temperatura axilar > 38°C en por lo
menos 1 ocasion.

e Con o sin profilaxis antimicrobiana que haya sido administrada maximo 7 dias previos
al inicio de la neutropenia grave y/o el evento febril y minimo durante 2 dias.

« Con esperanza de vida mayor a treinta dias.
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. CRITERIOS DE EXCLUSON

-

Pacienies que no acepten ingresar al estudio.
Pacientes con neutropenia grave sin leucemia aguda linfoide o mieloide (anemia
aplasica, sindrome mielodisplasico, hemoglobinuria paroxistica nocturna, linfoma o

enfermedad de Hodgkin). Pacientes en protocolo de trasplante de médula 6sea.

VARIABLES DEL ESTUDIO

Variables dependientes: colonizacion gastrointestinal por gérmenes resistentes

bacteremia por gérmenes resistentes y muerte.

Variables Independientes :

Socioeconémicas: edad, sexo.

Enfermedad subyacentes: leucemia linfoblastica aguda, leucemia mieloide aguda,
enfermedad en remision, otras enfermedades: diabetes mellitus, hipertension arterial,
cirrosis hepatica, lupus eritematoso sistémico, insuficiencia renal.

Tratamiento con quimioterapia: Tipo de quimioterapia, duracion, nadir de la
quimioterapia.

Evento febril: Nimero de eventos febriles previos, cuenta de neutréfilos totales,
cuenta de linfocitos totales, cuenta de hemoglobina, cuenta de plaquetas, presencia
de neutropenia profunda, procedimientos invasivos (catéter central, sonda vesical,
venoclisis, intubacion orotraqueal, sonda nasogastrica, cirugia, endoscopia), estancia
en UTI, duracion de hospitalizacion, uso de factor estimulante de colonia de
granulocito, duracion de uso, gravedad medida por escala de APACHE Il.
Antecedente de empleo de antibioticos: cualquier antibiético usado dentro de los 7
dias previos a la recoleccion de cada muestra de heces, motivo del tratamiento

(profilaxis o tratamiento), duracion total del uso de antibioticos.
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o Desarrollo de bacteremia: Sitio de origen de la bacteremia, tiempo de evolucion
entre la quimioterapia y la bacteremia.

¢ Caracteristicas de los gérmenes recuperados de la bacteremia: gérmenes
responsables de la bacteremia, bacteremia mdltiple, patrones de susceptibilidad,
mecanismos de resistencia, asociacion entre gérmenes recuperados en coprocultivos
y en la bacteremia.

« Gérmenes aislados en coprocultivos. Aislamiento de Enterococcus sp y bacilos
gram negativos resistentes, determinacion del # de unidades formadoras de colonias

por germen aislado, identificacion de colonizacion persistente o transitoria.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

Las variables se encuentran enumeradas y descritas en la tabla 1.

PROCEDIMIENTOS.
Obtencion de datos del paciente.

Todos los datos en relacion al paciente y el tipo de quimioterapia usada, se
recolectaron de forma prolectiva en cada visita, mediante el instrumento de recoleccion de
datos. Ver anexo 1. En cada visita del paciente se realizé una exploracion fisica completa

en busqueda de sitios de infeccion y efectos adversos de la quimioterapia.

Obtencion de muestras de heces para cultivos.

Se recolectd la muestra de heces fresca para coprocultivo al tiempo cero, que fue
cuando el paciente ingreso por primera vez al Instituto con el diagnéstico confirmado de
leucemia aguda, previo a iniciar quimioterapia (por lo menos 24 hr antes) y no mas de 48
hr después de haber ingresado al hospital. Posteriormente, se tomaran muestras de

heces 1 vez por semana desde el dia de inicio de la neutropenia grave, hasta 30 dias
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después, éstas se colectaron durante su hospitalizacion o si el paciente fue egresado
antes de los 30 dias se colectaron a través de la consulta externa en las visitas
semanales que se programaron para revision junto con el hematélogo en la consulta

externa.

Las muestras se trasportaron al laboratorio de Microbiologia Clinica en un lapso no
mayor de una hora en un contenedor estéril sin conservador. Cuando las muestras fueron
colectadas por el paciente antes de acudir a la consulta, se solicito que fueran frescas

(menos de 3 hr entre la coleccién y la entrega de la muestra en el laboratorio)

Procesamiento de las muestras.

La muestra de heces fue homogenizada, posteriormente, se pesaron 100 mg en
un tubo Eppendorff de 2mL en balanza analitica y se agregaron 900 pL de buffer PBS pH
7.3 (ver anexo 2). Se homogenizd la muestra por agitacion en vortex. Se usé asa
calibrada de 1 pL para sembrar de forma radiada en los siguientes medios: MacConkey
sin antibiotico y MacConkey con ciprofloxacino con una concentracion final de 8ug/mL,
con ceftazidima 16 pg/mL, con amoxicilina/clavulanato 16/8ug/mL y también en medio de
Fenil-etil-alcohol (FEA) sin antibidtico y con ciprofloxacino. Para aislar cepas de
Enterocococus sp. Y bacilos gramnegativos resistentes, los medio de cultivo fueron

revisados a las 24 y a las 48 hr de incubacién.

Estandarizacion de las concentraciones de antibictico en los medios de cultivo para
aislar las cepas resistentes.
Se preparé medio de agar MacConkey y agar FEA con diferentes concentraciones

de antibidticos para aislar las cepas resistentes a cada uno de los antibidticos probados,
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como en Calva y cols*'. Se usaron cepas control sensibles de E. coli ATCC 29212, P.
aeruginosa ATCC 27853 y E. faecium ATCC 29212. Se usaron cepas clinicas resistentes
como control: E. coli resistente a ciprofloxacino y ceftazidima (CMI" para CIP 4pg/mL, CMI
para CAZ 8pg/mL), P. aeruginosa (CMI para CIP 2ug/mL y CAZ 8ug/mL) y una cepa de E
faecium resistente a ciprofloxacino (CMI 4pug/mL). Las concentraciones optimas de
antibiotico fueron: ceftazidima 16 pg/mL, ciprofloxacino 4 ug/mL, y amoxicilina/clavulanato

16/8 pg/mL

Identificacion y pruebas de susceptibilidad de las cepas.

Se realizo la cuenta del nimero de unidades formadoras de colonias. Cuando
hubo diferentes tipos de colonias cada una de ellas se cuantificd en todos los medios
usados. Posteriormente, cada una de las colonias diferentes se separaron en una placa
de medio de cultivo suplementado con el antibiotico que las seleccion6. Cada colonia se
identifico con el sistema automatizado Vitek® (bioMérieux, Durham NC, USA) y con
pruebas bioquimicas convencionales para identificacion de especie. Las pruebas de
susceptibilidad se con el sistema automatizado Vitek®. Para organismos gram negativos
se uso la tarjeta V 4223, que contiene los siguientes antibioticos: amikacina,
amoxicilina/clavulanato, ceftriaxona, ceftazidima, cefepime, gentamicina, meropenem,
ciprofloxacino, levofloxacino, nitrofurantoina, piperacilina, trimetroprim-sulfametoxazol y

ticarcilina/clavulanato.

Para enterococos se realizaron pruebas de susceptibilidad con la Tarjeta V4411
que contiene: ampicilina, gentamicina-500pg estreptomicina-2000ug, nitrofurantoina,

vancomicina, teicoplanina, ciprofloxacino y levofloxacino. La interpretacion de la

" CMI= concentracion minima inhibiloria inada por prueba de microdilacion en caldo.
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susceptibilidad se realizé segin la NCLSS.* Las cepas incluidas en el estudio, fueron
aquellas que crecieron originalmente en el medio de cultivo con antibidtico y confirmada

su resistencia por el método VITEK (ciprofloxacino, ceftazidima o amoxicilina/clavulanato)

El mismo gérmen recuperado en mas de dos muestras de un mismo paciente se
considerd como colonizante persistente y el que solo se recuperd una vez se considerara

como colonizante temporal.

Aislamiento de gérmenes de hemocultivos y susceptibilidad antimicrobiana.

A los pacientes que presentaron fiebre durante el estudio y hospitalizados se les
tomaron dos hemocultivos, y se cultivaron muestras de los sitios identificados como
posibles focos de infeccion. Los gérmenes aislados de estos cultivos se identificaron
mediante el sistema automatizado Vitek® y se realizaron pruebas de susceptibilidad

(tarjeta V 4223 para gram negativos y V4511 para gram positivos).

Deteccion de beta-lactamasas de espectro extendido.

Se les realiz6 deteccion de beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) a todas
las cepas que tuvieron una CMI mayor de 1 ug/ml para ceftazidima. La deteccion se
realizé mediante prueba E (E test ESBL®, AB BIODISK, Suecia) segin las

recomendaciones de la NCCLS* y del fabricante.

Se considero la prueba E positiva cuando el MIC para ceftazidima fue > 1ug/ml y el
halo de inhibicion para ceftazidima y acido clavulanico fue > 8 pg/ml o la reduccién mayor
de 3 diluciones en la CMI de ceftazidima + acido clavulanico en comparacion con la CMI

de ceftazidima®.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé analisis descriptivo de las caracteristicas basales de la poblacién, con
medidas de tendencia central, de dispersién y porcentajes. Asi mismo se describieron las
cepas aisladas por paciente y por visitas. Los desenlaces del estudio fueron: colonizacion

por gérmenes resistentes, bacteremia por gérmenes resistentes y muerte.

Los diferentes desenlaces se analizaron para mediante un andlisis univariado y las
variables que tuvieron significancia estadistica para cada desenlace se incluyeron en un

andlisis multivariado.

Se analizo dentro del primer desenlace el impacto del antecedente terapéutico con
quinolonas en la aparicion de colonizacion por gérmenes productores de BLEE. En caso
de demostrar traslocacion bacteriana se analizara la utilidad de los coprocultivos para
predecir los gérmenes responsables de las bacteremias en estos pacientes. Se realizo el

analisis de sobreviva utilizando graficas de Kaplan — Mayer para los grupos.

RESULTADOS

Pacientes: Se incluyeron 22 pacientes en el estudio. Dos pacientes no concluyeron el
estudio, ya que solo proporcionaron 1 muestra, por lo que fueron excluidos del analisis de

mortalidad.

Del los 22 pacientes totales, 10 eran hombres (45%) y 12 mujeres (54.5%). La

media de edad fue de 36.2 afios (15 a 76 afios). Catorce pacientes con leucemia aguda
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linfoide (LAL) (63%) y 8 pacientes con leucemia aguda mieloide (LAM) (37%), 10
pacientes con diagnostico de leucemia aguda reciente, y 12 con diagndstico conocido de
leucemia. Trece pacientes tenian alguna co-morbilidad, la mas frecuente fue diabetes

mellitus (22%) e hipertension arterial (13%). Ver tabla 2.

Caracteristicas relacionadas al evento de neutropenia grave y fiebre durante la
hospitalizacion. Diecisiete pacientes (77%) ingresaron en algin momento al servicio de
urgencias. Ninguno requirié hospitalizacion en la unidad de cuidados intensivos, durante
el tiempo de vigilancia. Durante el periodo de estudio, 14 pacientes tuvieron mas de un

internamiento, 11 tuvieron dos internamientos y tres, dos internamientos. (Ver tabla 3)

Las causas de hospitalizacion de los pacientes con diagnéstico reciente de
leucemia fue para recibir quimioterapia y de los pacientes con diagnéstico conocido, con
por un evento de neutropenia grave y fiebre. La duracién de la estancia hospitalaria fue de
14 dias en promedio (rango de 1-23 dias), 9.4 dias en promedio (rango de 1-17.6 dias)
para el primer grupo, y de 5.6 dias, (rango de 1-21 dias), para el segundo. Al ingresar 20
pacientes, tenian el antecedente de tratamiento con antibidticos en la semana previa y

solo uno de ellos fue con el objetivo de profilaxis y no desarrolld bacteremia.

Al 100% de los pacientes se les realizé algin procedimiento invasivo durante la
hospitalizacion, el mas frecuente fue la colocacion de un catéter venoso central (95%) y 6

pacientes (27%) tuvieron sonda Foley.

Aislados Clinicos: En total obtuvimos 419 aislados clinicos resistentes de 90
muestras procesadas de los 22 pacientes, en los cuatro medios selectivos. El medio de

cultivo MacConkey adicionado con amoxicilina/clavulanato fue el que permitio la mejor
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seleccion de los gérmenes. (Ver tabla 4).El promedio de aislamiento de gérmenes por
medio de cultivo fue de 4.45 aislados resistentes por muestra. Los gérmenes mas
frecuentemente aislados fueron: E. coli (62.2%), K. pneumoniae (8.8%), E. faecium
(8.3%), E. cloacae (6.8%) y Morganella morganii (2.6%). (Tabla 4). En el medio
MacConkey suplementado con ceftazidima recuperamos 96 cepas diferentes, en el medio
MacConkey recuperamos 107 cepas, en el medio MacConkey con amoxicilina/clavulanato
recuperamos 165 cepas y ene | medio FEA con ciprofloxacino, se recuperaron 51

enterococos.

El nimero de aislados (cepas morfologicamente diferentes) por visita mostré un
incremento progresivo de nimero de cepas resistentes aisladas de la primera hasta la
tercer visita (79, 93 y 100 aislados totales respectivamente), momento en el que alcanzd
su maximo pico, para después recuperarse 95 cepas en la 4 visita y para la quinta solo se

recuperaron 42 cepas. (ver tabla 5)

Los aislados por cada medio de cultivo en cada visita, se incremento de la primera
a la segunda visita en todos los medios de cultivos y se mantuvo igual hasta la tercera
visita en medio MacConkey con ciprofloxacino y ceftazidima. Hacia la cuarta y quinta
visitas en general, se observo disminucion del nimero de cepas diferentes por medio de
cultivo, a excepcion de las cepas que crecieron en el medio MacConkey suplementado

con ceftazidima, en el que se incrementaron para la quinta muestra. (Ver tabla 5)

La resistencia global a quinolonas fue la mas frecuente (68.3%), seguida de la
resistencia a amoxicilina/clavulanato (66.6%), a cefalosporinas (43%) y a aminoglucésidos
(43%). La produccion de BLEE se detecté en 156 (37.3%) de las cepas analizadas,

principalmente en: E coli (127/261 [46%] del total de cepas de E coli} y K. pneumoniae
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(16/36 [44%)] del total de cepas de K. pneumoniae). Entre los pacientes del primer grupo,
solo se recuperaron 19 cepas y 137 entre los pacientes del segundo grupo. El 80% de la
poblacion evaluada en algin momento del estudio se le aislé por lo menos un gérmen

productor de BLEE.

De los aislados mas frecuentes, E coli, y Klebsiella pneumoniae, mostraron 79%,
47% de resistencia a quinolonas respectivamente y a cefalosporinas 55% y 47%. Para E
faecium se encontré que el 100% era resistente a quinolonas y 72% resistentes a

amoxicilina/clavulanato.

Inicio de la colonizacién por cepas resistentes. En la primera visita, el 80% (17) de los
pacientes estaban colonizados por gérmenes resistentes, todos estaban distribuidos de
forma proporcional entre los que tenian diagnéstico conocido de leucemia y entre los que

se les realizo diagnostico al llegar al Instituto. (ver tabla 6y 7)

Diez pacientes (47%) de los que se encontraban colonizados en la primera visita,
habian recibido antibiéticos por lo menos durante los 7 dias previos a la toma de la
muestra. En general, de todas las muestras con cepas resistentes, en 36 se documento el
uso de antibidticos previos, los mas frecuentemente utilizados fueron: metronidazol y
vancomicina en el 47% de los casos, cefepime en el 36%, amikacina, en el 29%,
meropenem en el 14% y solo 2 pacientes tuvieron el antecedente de uso de quinclonas

(ciprofloxacino y gatifloxacino),

Se documentaron 71 cepas (74%) que correspondian a colonizacion persistente,
es decir que se recuperaron por lo menos en 2 muestras consecutivas de un mismo

paciente. De ellas, 43 tenian el antecedente de haber recibido antibidticos previos
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(p=0.03). los gérmenes que mas frecuentemente produjeron colonizacion persistente
fueron E coli y K. pneumoniae, E. faecium y Enterobacter cloacae. Entre los pacientes
que no tuvieron colonizacion persistente, dos desarrollaron bacteremia y los dos fueron
por E coli. P. aeruginosa, no aparecié como gérmen colonizante persistente en ningtin

paciente.

Analisis de factores de riesgo de la bacteremia y mortalidad. Se documentaron 17
gérmenes aislados de sangre en 7 pacientes durante el periodo de estudio. Cinco se
presentaron como bacteremias polimicrobianas (causadas por 2 organismos). Solo un
paciente del grupo de leucemia de reciente diagnostico, desarrollo bacteremia (causada
por S. haemolyticus). Los gérmenes aislados de los hemocultivos fueron 14 bacilos gram
negativos y 3 cocos gram positivos. De los aislados de E coli el 11% presentaron
resistencia a cefalosporinas y 22% a quinolonas, de los gérmenes grampositivos, los
estafilococos fueron resistentes o oxacilina. La susceptibilidad antimicrobiana de los
aislados de las bacteremias se muestra en |a tabla 8.

Se hizo analisis por modelo univariado, donde se encontré como Unico factor
independiente, a la colonizacién persistente, sin embargo, la abundancia (en UFC) de la
cepa colonizante no influyd en el desarrollo de bacteremia. (Ver tabla 9). El uso de
antibidticos previos no se asocid al desarrollo de bacteremia en los pacientes

neutropénicos.

Se encontré una mortalidad global del 21%. La principal causa de muerte fue la
relacionada a la recaida de la enfermedad. Las variables que resultaron significativas en
el analisis univariado fueron: el paciente presentara enfermedad oncolégica persistente
(p= <0.001), haber tenido catéter venoso central (p= 0.001), el antecedente de haber

estado hospitalizado por lo menos 24 hr en el servicio de urgencias (p= 0.003), y tener el
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antecedente de una hospitalizacion en los 7 dias previos a la toma de la muestra de

coprocultivo (p=002).(Ver tabla 10)

DISCUSION

Los eventos febriles en los pacientes con neutropenia grave inducida por
quimioterapia, tienen una alta mortalidad asociada, por lo que se recomienda iniciar un
tratamiento lo mas oportunamente posible, con la finalidad de evitar el desarrollo de
sepsis y con ello la muerte se estos paciente’. Esto ha despertado el interés desde hace
muchos afos, tanto de encontrar estrategias Utiles para predecir los gérmenes causantes

de bacteremia, asi como de medidas de profilaxis Gtiles.

Es un hecho que el estudio de la profilaxis en estos pacientes ha acaparado la
atencion de diversos investigadores desde hace méas de 20 afios. Con el paso de los afios
y el uso indiscriminado de antibioticos, la utilidad primero del trimetroprim sulfametoxazol
y posteriormente de las quinolonas, la proporcion de gérmenes resistentes aislados de
infecciones adquiridas en la comunidad se han incrementado, y como consecuencia han
vuelto ineficientes los esquemas que en algin momento demostraron cierta efectividad

sobre la prevencion de eventos febriles en estos pacientes'>".

El empleo de coprocultivos en estos pacientes, para el seguimiento y evaluacion

de la respuesta a las terapias de profilaxis, fue bien establecida, sin embargo se dej6 de

utilizar debido a la laboriosidad de la técnica y a problemas de metodologia®*,
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Por lo anterior, la intencion del estudio era conocer si los pacientes con leucemia
aguda tienen colonizacién intestinal por gérmenes resistentes a los antibidticos que mas
frecuentemente se utilizan como parte del tratamiento de los eventos febriles. Incluimos
en el estudio 23 pacientes a los que se les siguid de forma prospectiva, semanalmente.
Solo 21 tuvieron un seguimiento completo. Encontramos que el 80% del total de pacientes
con leucemia aguda, se encuentran colonizados por gérmenes resistentes al momento de
ingresar al hospital, ain en aquellos en los que pareceria que tienen pocos factores de
riesgo para adquirirlos ya que no han sido expuestos al ambiente hospitalario, como son
los pacientes en los que al ingreso se les realizd por primera vez el diagnostico de
leucemia. Estas cifras asemejan los patrones de resistencia de los aislados clinicos

nosocomiales.

Una posible explicacion a este fendmeno es la automedicacion de mala
prescripcion de antibidticos, en el caso de los pacientes con diagndstico reciente, debido a
la automedicacion y a la mala prescripcion de los eventos febriles como parte de las

manifestaciones de la propia enfermedad.

La colonizacion por gérmenes resistentes en los pacientes con leucemia aguda,
parece estar mas relacionados a otros factores extra-hospitalarios que necesitan ser
estudiados, tales como alimentacion, exposicion a came animal suplementada con

antibioticos.

Distinguir las diferentes colonias de las diferentes cepas que se desarrollan en los
coprocultivos, es de las limitantes mas importantes que encontramos en el estudio. La
diferenciacion se realizd por las diferencias fenotipicas que se tenian de una posible

misma especie y posteriormente se confirmaban por los diferentes patrones de



susceptibilidad. La realizacion de métodos de biologia molecular (como electroforesis en
gel de campo pulsado o RFLP, entre otros) permitiria hacer la distincion de estas cepas, y
aun asi probablemente la poblacion que realmente coloniza el intestino es mucho mayor a
lo que podamos reconocer. Esta parte del proyecto se realizara en un segundo tiempo. De
la misma manera requiere confirmacién molecular la idenficacion de cepas de la misma
especie en aislados del coprocultivo y de sangre, para confirmar traslocacion bacteriana.
Todas estas limitantes hacen poco probable que podamos recomendar el uso de los

coprocultivos para disefias las estrategias de prevencion en estos pacientes.

La mortalidad de los pacientes con leucemia, como se ha evidenciado en estudios
previos', y como lo hemos confirmado en nuestra poblacién'* dependen de factores
relacionados con el control de la leucemia, ya que si esta no esta en remision el riesgo de
morir es 7 veces mas. La historia de hospitalizaciones previa reciente y la estancia en el
servicio de urgencias, son factores relacionados probablemente con la gravedad de la

enfermedad.

Se realizé un seguimiento de los pacientes desde que se incluyd el primero hasta
el dia 30 de septiembre para valorar la sobreviva. En general se tuvo una sobreviva de
240 dias en la poblacion estudiada. De los pacientes del grupo 1 tuvieron una media de
sobreviva de 94 dias y los pacientes del grupo 2 de 184 dias. Se analizé la sobreviva en
los pacientes que presentaron bacteremia, encontrando una media de 202 dias, los
pacientes que estuvieron hospitalizados en urgencias la media de sobreviva fue de 188
dias. La falta de control de la leucemia se asocié a una media de sobreviva

significativamente menor (media de 94 dias)
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CONCLUSIONES

1. EI 80% de los pacientes con leucemia aguda que son atendidos en el Instituto se
encuentran colonizados por gérmenes resistentes, aun antes de ser
hospitalizados.

2. Los factores de riesgo para la colonizacién parecen estar relacionado con el
ambiente externo al hospital.

3. Los gérmenes resistentes mas frecuentes que colonizan el tubo digestivo de estos
pacientes son: E coli, K. pneumoniae y E. faecium.

4. El 80% es portador de gérmenes gram negativos productores de beta-lactamasas,
sin que estos sean un factor de riesgo asociado a bacteremia.

5. En este estudio encontramos que la colonizaciéon persistente por un
microorganismo se asocio a bacteremia.

6. Los factores asociados a mortalidad en los pacientes con leucemia aguda fueron:
ausencia de remision de la enfermedad, antecedente de hospitalizacion previa,
haber estado en urgencias por lo menos durante 24 hr, y el haber tenido un catéter
venoso central, lo que probablemente refleje de forma indirecta el estado de
gravedad del paciente.

7. Los coprocultivos no son una herramienta Gtil ni practica para predecir los agentes
causales de las bacteremias durante los eventos de febriles de neutropenia grave

en los pacientes con leucemia aguda, ni para disefiar estrategias de prevencion.
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TABLAS

Tabla 1. Definicion de variables

Variable Definicién
Sexo Femenino o masculino
Edad Edad cumplida seglin fecha de nacimiento
Leucemia aguda Leucemia aguda linfoide o mieloide realizado por la presencia de blastos en

Fecha de diagnostico
Leucemia aguda

Diabetes Mellitus

Cirrosis hepatica
Insuficiencia renal crénica
Nadir de la quimioterapia

Neutropenia grave

Neutropenia profunda

Eventos previos de neutropenia
grave febril

Procedimiento invasivo

Bacteremia

Bacteremia adquirida en la
comunidad

Bacteremia por gérmenes
resistentes

Sitio de origen de |la bacteremia

Clasificacion de severidad de la
enfermedad

APACHE I

Estancia en la Unidad de Terapia
Intensiva

Dias de estancia intrahospitalaria

Uso previo de antibidticos

Uso de antibitticos para profilaxis
Colonizacién transitoria
Colonizacion persistente

Causa de muerte

relacionada a infeccion
Fecha de la dltima consulta

sangre periférica o en biopsia de hueso ademas de inmunofenotipo y/o
inmunohistoquimica

Fecha en la que se realizé diagnéstico de leucemia aguda

Diagnéstico realizado por presencia de blastos en sangre periférico y en biopsia
de hueso con inmunofenotipo para estirpe linfoide o mieloide

Segun criterios del National Diabetes Data Group of the National Institutes of
Health de 1979

Definida por biopsia o por analisis de laboratorio y cuadro clinico

Deterioro de la funcién renal con Cr >2 mg/dL ¢ Dep. Cr < 50m¥/min.

Dias transcurridos entre el primer dia de Colonizacién{im de la quimioterapia y
primer recuento de neutréfilos totales <500 cel/mm

Cuenta de neutréfilos totales < 500 cel/mm®

Cuenta de neutréfilos totales <100 cel/mm?®

Numero total de eventos hasta antes del evaluado

Colocacién de catéter venoso central, sonda nasogastrica, sonda Foley,
intubacién endotraqueal, procedimiento quirGrgico, endoscopia.

Fiebre definido como temperatura axilar > 38.5°C:

2 Hemocullivos positivo para Enterococcus sp o Staphylococcus sp 6 1
hemocultivo positive para gérmenes gram negativos

Aquella que se presenta durante las primeras 48 hr de la hospitalizacion.

Geérmenes recuperados de sangre con resistencia a quinolonas o ceftazidima
segun los criterios de la NCCLS

Documentada por cultivo del mismo germen del hemocultivo o con datos clinicos
sugerentes del sitio de infeccion o secundaria a traslocacion bacteriana si se
confirma similitud genética de mas de 90% entre cepas recuperadas de heces y la
de sangre.

Puntaje mas alto segtn la clasificacion de APACHE Il medido en cada visita.

Estancia en cualquier momento de la hospitalizacion en la Unidad de Terapia
Intensiva

Dias de hospitalizacién desde su ingreso al hospital hasta su egreso
independientemente del servicio que recibit al paciente

Uso de antibidticos dentro de los 7 dias previos a la tomad e la muestra para
coprocultivo y por lo menos durante 2 dias

Antibioticos administrados por lo menos 24 hr y hasta 7 dias antes del evento
febril durante la neutropenia grave con la finalidad de prevenir bacteremia
Gérmen recuperado en las heces en una solo ocasion durante el periodo de
seguimiento

Gérmen recuperado en mas de 2 ocasiones consecutivas durante el periodo de
seguimiento

Si la muerte fue atribuida ajuicio des u médico tratante ser causada por un
proceso infecciosos no controlado

Fecha en que fue revisado por ultima vez en el Institulo
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Tabla 2. Caracteristicas basales de los 22 pacientes

Total de Diagnéstico Diagnéstico
Caracteristica pacientes reciente conocido
(n=22) (n=10) (n=12)
Hombre/mujer No. (%) 9/13 (41/59) 3/7 (30/70) 5/6 (45/55)
Edad (media, rango) 36.4 (15-76) 39.1 (15-63) 33.64 (16-76)
Peso (media, rango) 63 (40-92) 64.5 (40-92) 62.5 (54-80)
Leucemia aguda linfoide No (%) 14 (63) 4 (40) B (66)
Leucemia aguda mieloide No (%) 8 (37) 6 (60) 3(25)
Tiempo de diagnostico® 1.7 (0-2) 0 1(0.2-2)
Remisién No. (%) 14 (63) 8 (80) 6 (50)
Diabetes mellitus No (%) 5(22) 2(20) 3 (25)
Hipertension arterial No. (%) 3(13) 2(20) 1(8)
Cirrosis hepatica No. (%) 2(9) 1(10) 1(8)
Artritis reumatoide No. (%) 1 (4.5) 1(10) 0
Insuficiencia cardiaca No (%) 1(4.5) 0(0) 1(8)
Cancer de recto No (%) 1(4.5) 0{0) 1(8)

Tabla 3. Caracteristicas de los 22 pacientes durante la hospitalizacion.

Total de Diagnéstico Diagnéstico
Caracteristica pacientes reciente conocido
N=22 N=10 N=12
Estancia en urgencias No {%) 17 (77) 9 (90) 8 (66)
Catéter venoso central No (%)} 21 (95) 10 (100) 9(75)
Sonda Foley No. (%) 6 (27) 3(30) 3(25)
Bacteremia (episodios) 17 1 16
Infeccion en otro sitio/persona por visita 8.2 (2-13) 3.4 (2-5) 4.5 (2-8)
Colonizacion persistente 21 (95) 9 (90) 12 (100}
Uso de antibitticos previos 20 (90) 10 (100) 10 (83)
Duracion de la fiebre® 4.2 (1-18) 5.2 (1-18) 3.45(0-11)
Cuenta total de neutréfilos™* 2,214 (4-15,618) 2,923 (39-15,071) 1,963 (4-8,458.5))
Duracién de la neutropenia grave® 11.05 (1-37) 9.6 (1-16) 12.36 (0-37)
Curado de la infeccion 19 (86) 10 (100) 9 (75)
Duracion de estancia hospitalaria® 14 (1-23) 9.4 (1-17.6) 5.6 (1-21)
Muerte 6 (27) 2 (20) 4(33)

* en dias ** en céluas/mm®
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Tabla 4. Aislados de los coprocultivos de los 22 pacientes.

8 w, B 8 3 o
£ Sy 23 oS & 5 £ 9%, 38
- = a5 2
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s giz 5E qHe e 3 oS8 *3e
& S 22 s & 83" %=
5 = © &
Gérmenes gramnegativos
Escherichia coli 261 (62.2) 5,219 79.7 55 49 60
Klebsiella pneumoniae 37 (8.8) 3,034 47.2 47 44.4 72.2
Enterobacter cloacae 29 (6.9) 4,611 6.7 26.7 26.7 90
Morganella morgagnii 11 (2.6) 7,699 36.4 0 2 100
Citrobacter freundii 6(1.4) 5,683 16.7 16.7 16.7 100
Enterobacter aerogenes 5(1.1) 4,000 0 40 40 80
Pseudomonas aeruginosa 4(0.9) 3,333 0 25 0 100
Klebsiella oxytoca 4(0.9) 1,700 25 25 25 50
Enterobacter intermedius 1(0.2) 600 0 0 0 100
Serratia plymuthica 1(0.2) 700 0 100 100 100
Serralia marscesens 1(0.2) 10,000 0 0 0 100
Providencia reftgeri 1(0.2) 10,000 0 0 0 100
Aeromonas veronni 1(0.2) 700 0 0 0 100
Citrobacter brakii 1(0.2) 10,000 0 0 0 100
Gérmenes grampositivos
Enterococcus faecium 35(8.3) 8,048 100 MNA 3 74.3
Enterococcus faecalis 4(0.9) 7,133 100 NA 0 0
Enterococcus gallinarum 4(0.9) 7,525 100 NA 1 75
Enterococcus avium 3(0.7) 10.000 100 NA 0 100
NA= No aplica, ** Beta-lactamasas de espectro extendido
Tabla 5. Cepas aisladas por medio de cultivo en cada muestra semanal
Medio de cultivo selectivo Numero de Muestra
1 2 3 4 5 Total
MacConkey con Ceftazidima® 15 (0.59) 19(0.95) 28(1.47) 21(1.05) 13(1.3) 96 (1.07)
MacConkey con Ciprofloxacino® 19 (0.86) 21(1.05) 30 (1.05) 28 (1.47) 9(0.9) 107 (1.06)
MacConkey con Amoxilclav* 40 (1.86) 42 (2.1) 24 (1.74) 35 (1.84) 14 (1.4) 165 (0.57)
FEA con ciprofloxacino* 5(0.23) 11 (0.55) 18 (0.95) 11 (0.53) 6 (0.6) 51 (0.57)
Total* 79(3.5) 93 (4.15) 110 (5.6) 95 (4.8) 42 (4.2) 419 (4.45)
* n.(F o de cepas ai en un medio /persona
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Tabla 6. Colonizacion por gérmenes resistentes en pacientes con diagnéstico conocido
de leucemia (Grupo 1)
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@ ; 20 ll'!’ c = e 2 8= g 3 w E
£ 3 3= NES SR Rs Sl s
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8 3 2% 368 532 38 252 8
o £ <G 02l asz oz 053 a
1 Visita 1 si E coli 1a4 Si Si
si M morganii 1a2
3 Visita 1 si E coli 1a2 M morganii Si No
no E faecium 3a4
4 Visita 1 no E coli 1a2 Si Si
no E cloacae 1a2
6 Visita 1 si E coli 1a4d Si Si
si E faecium 1a2
7 Visita 1 si E coli 1a4 E cloacae Si Si
si E 3a4 C freundii
si aerogenes 2a4 E
E faecium gallinarum
8 Visita 1 si E coli 1a4 E Si Si
gallinarum
E avium
E faecium
10 Visita 1 si E coli 2a4 E cloacae No Si
si E faecium 1a4 P
aeruginosa
C freundii
13 Visita 2 si E coli 2a4d E faecium Si No
E
gallinarum
18 Visita 2 no E coli Si No
K
pneumoniae
K oxytoca
E cloacae
C freundii
E faecium
20 Visita 1 si E coli 1-4 C freundii Si No
si K 1-3 E faecium
si pneumoniae
E faecalis
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Tabla 7. Colonizacion por gérmenes resistentes

de leucemia (Grupo 2)

en pacientes con diagnostico reciente
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2 Visita 1 no E coli 3-5 K pneumoniae si no
E cloacae
A veronii
S plymuthica
E faecium
5 Visita 2 si E faecium 3-5 E coli si no
K pneumoniae
E cloacae
M morgagnii
P retgerri
1 Visita 1 si E coli 1a5s K oxytoca si no
K pneumoniae
12 Visita 1 si E coli 4ab S marsescens si no
si E cloacae E faecium
no M morgagnii
14 Visita 1 si E coli 1-4 E cloacae si no
E faecalis
15 Visita 1 si E coli 1-3 si no
no M morgagnii 4-5
17 Visita 1 si K pneumoniae 1-3 E coli si si
si E faecium 1-4 K oxytoca
E cloacae
C braakii
19 Visita 1 si E coli 1-3 P aeruginosa si no
E cloacae
K pneumoniae
E faecium
21 Visita 2 si E coli 2-4 si no
si K pneumoniae 3-5
no P aeruginosa
si E faecium
22 Visita 1 si E coli 1-4 K pneumoniae Si no
si E faecium 2-3 E avium
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Tabla 8. Patrones de susceptibilidad de los aislados de las bacteremia
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E coli 9 22 11 0 0 NA NA
K pneumoniae 2 0 0 0 0 NA NA
Campylobacter jejuni 2 0 NA 0 0 NA NA
P aeruginosa 1 0 0 0 100 NA NA
S aureus 1 0 NA NA 0 0 100
S haemolyticus 1 0 NA NA 0 0 100
S oralis 1 0 0 0 0 0 0
Tabla 9. Analisis univariado para bacteremia
No
Caracteristica Bacteremia  desarrollo Riesgo Intervalo de
n de confianza al p
bacteremia 95%
n
Mujer 4 9 0.3 0.02-3.5 0.3
LAL 3 1 0.6 0.08-5.4 0.5
LAM 2 5 1.4 0.18-11.7 0.5
oM 2 3 28 0.32-25.7 0.3
Hospitalizacién previa 3 6 2.5 0.3-19.5 0.3
Colonizacibn ~ por  gérmenes 5 12 - - 0.3
resistentes
Colonizacion persistente 5 9 - - 0.09
Remision 2 12 0.2 0.027-1.8 0.1
Catéter venoso central 4 16 0.1 0.01-1.1 0.2
Estancia en urgencias por mas de 4 13 09 0.74-11.5 0.6
24 hr
Tabla 10 Analisis univariado para mortalidad de los 20 pacientes evaluables.
Muerto Vivo Intervalo de
Caracteristica n n Riesgo confianza al p
95%
Mujer 4 9 0.7 0.27-5.4. 0.5
LAL 4 10 1 0.13-74 06
LAM 2 5 1. 0.6-4.4 0.7
DM 1 4 0.5 0.04-6.2 05
Hospitalizacién previa 5 4 137 1.2-156.6 0.02
Colonizacién por gérmenes 4 13 03 0.03-2.9 0.3
resistentes
Colonizacién persistente 3 1 0.3 0.05-2.6 0.2
Bacteremia 2 3 1.09 0.2-16.6 0.4
Remision 0 14 7 1.14-429 <0.001
Catéter venoso central 5 15 - - 0.001
Estancia en urgencias por mas 6 11 - * 0.003

de 24 hr
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Curvas de sobreviva
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Probabilidad de sobrevida

Estancia en urgencias
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