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I RESUMEN

TITULO: GERMENES MAS COMUNMENTE AISLADOS EN PACIENTES
PEDIATRICOS CON LEUCEMIAS AGUDAS Y NEUTROPENIA FEBRIL Y SU
ASOCIACION CON PROTEINA C REACTIVA COMO PREDICTOR DE
GRAVEDAD

INTRODUCCION:

Las Leucemias agudas son las neoplasias mas comunes en nifios entre 2 y 15

afios de edad y se encuentran entre las 5 primeras causas de muerte. Se estima
gue un paciente con leucemia aguda, que recibe en promedio dos afos de
tratamiento antineoplasico, presenta entre 6 y 7 episodios de neutropenia febril.
Los cuales requieren atencion urgente, e inicio de un esquema antibiético
empirico, determinados por estudios previos de los gérmenes aislados mas
frecuentemente. Debido que estos varian de acuerdo al pais, region e incluso de
cada centro hospitalario, por lo que es necesario conocer los gérmenes mas
comunes en nuestra poblacion, para tomar decisiones mas precisas y oportunas.
Por otra parte la capacidad de los diferentes biomarcadores para predecir la
gravedad de la infeccion, han sido ampliamente estudiados en pacientes adultos,
entre ellos, la proteina C reactiva, la procalcitonina, la interleucina 6 y la
interleucina 8, sin embargo en niflos existen estudios con escaso numero de
pacientes dificiles de interpretar. De los biomarcadores mas recomendados es la
PCR por su facil disponibilidad en cualquier medio como el nuestro, ademas de
ser considerado como buen predictor de gravedad.

OBJETIVO: Conocer cuales son los Gérmenes mas comunmente aislados en
pacientes pediatricos con Leucemias Agudas y Neutropenia Febril y su asociacion
con la Proteina C reactiva como predictor de gravedad

MATERIAL Y METODOS: Estudio de Cohorte prospectiva, longitudinal vy
descriptiva, donde se incluyeron pacientes menores de 18 afios ambos géneros,
con diagnostico de Leucemia agudas con neutropenia febril, que se tomaron
policultivos y se determind nivel de PCR al inicio del cuadro y se realiz6 su
seguimiento para el desenlace durante el periodo entre Marzo de 2014 a Mayo de
2016 en el Servicio de Onco-Hematologia del Hospital Pediatrico Moctezuma.

Se recolectaron los datos, se vaciaron en hoja de calculo de Excel. El analisis
estadistico se realizé en programa SPSS version 20. En primer lugar se realizé
analisis descriptivo y para variables nominales dicotomicas se utilizd6 prueba de
Chi cuadrada o prueba exacta de Fisher, se estableci6 la relacion entre variables
para determinar si la PCR es un buen predictor de gravedad.

RESULTADOS: Se estudiaron un total de 58 pacientes, las caracteristicas
generales de la poblacion, con predominio en sexo masculino 51.7%, la mediana
de edad fue de 8.1 afios (valor minimo 1 afio —valor maximo 18 afos). El
diagnéstico hematolégico mas comun fue la Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)
en 93.1%. De los diagndsticos infectologicos, el mas frecuente fue la neutropenia
febril sin foco infeccioso evidente en 29.8%, seguido de infeccion asociada a
catéter en 21 eventos (16.9%). En cuanto al grado de neutropenia, la mayoria de



los pacientes cursaron con neutropenia muy grave 54.2%, con duracién de 7 a 14
dias en la mayoria de los casos (39.8%). La estancia intrahospitalaria en su
mayoria fue entre 8 a 14 dias en 28.3%. De los 58 pacientes, presentaron 113
eventos de neutropenia febril, ameritando manejo en la Unidad de Terapia
Intensiva Pediatrica (UTIP) el 32.7%, con estancia promedio de 6 a 10 dias
(45.9%). Se tomaron en total 424 cultivos, con desarrollo de microorganismos en
160 (37.8%) y sin desarrrollo en 264 (62.2%). Se aislaron gérmenes Gram
positvos 31.2%, Gram- 58.8% y hongos 10%. El sitio mas comun de cultivo fué el
hemocultivo central 32.3%, en segundo lugar el hemocultivo periférico (23.1%). En
la correlacion entre germen aislado, grado de neutropenia y nivel de PCR
observamos que a mayor neutropenia y mayor nivel de PCR, se incrementa el
aislamiento de gérmenes tanto Gram+ (p=.001), Gram - (p=.021) y hongos
(p=.000) con diferencia estadisticamente significativa. De la misma manera a
mayor severidad y duracion de la neutropenia y nivel de PCR 290mg/L, se observé
mayor aislamiento de hongos (p=.000) con significancia estadistica. De todos los
pacientes que fallecieron se correlacion6 con neutropenia profunda y nivel de PCR
>90mg/L. (p= .000) con diferencia estadisticamente significativa. Con una
mortalidad asociada a la infeccion de 6.9%.

CONCLUSIONES: las caracteristicas demograficas de nuestra poblacion son
iguales a lo reportado en otros estudios. El aislamiento microbiologico en este tipo
de pacientes es conocido que es bajo alrededor del 50%. Sin embargo en nuestro
estudio fue apenas de 37.8%, mas bajo al comparado con lo reportado en paises
desarrollados y en algunos paises latinoamericanos, donde es alrededor del 50%
como se mencion6 previamente. Con lo que podemos inferir que en nuestro
medio, probablemente las muestras no se tomen en el tiempo adecuado, previo al
uso de antimicrobianos o bien que el procesamiento de las mismas no es el
Optimo, en cuanto a los microorganismos aislados predominaron los Gram- como
se ha reportado en otros paises de caracteristicas similares al nuestro. El nivel de
PCR 290mg/L se asocié como un fuerte predictor de gravedad y mortalidad. La
mortalidad general en nuestra poblacion que se asocio a infeccion de 6.9%, es alta
con respecto a lo reportado en paises de altos ingresos como Europeos y de
Estados Unidos de Norteamérica, y menor al compararlo con paises
latinoamericanos y en estudios de otros hospitales de nuestro pais.



lll. MARCO TEORICO
Se estima que en el mundo existen 12 millones de personas diagnosticadas con
cancer, de los cuales el 3% son nifios. En México se diagnostican

aproximadamente 7000 nifios con cancer cada afo.

De acuerdo al registro de cancer, las Leucemias representan el 30% del total,
catalogandose como el principal cancer que afecta a los nifios, en segundo lugar
se encuentran los Linfomas y Neoplasias Reticuloendoteliales representando el

17.1% y en tercer lugar Tumores del Sistema Nervioso Central con 11.9% (1).

El tipo mas comun de leucemias agudas es la LLA gue representa hasta el 81.3%
de los casos, seguida de la LMA en un 15%. Y de acuerdo a los grupos etarios,

predomina entre los 2 a 5 afios y 10 a 14 afos (2).

Las leucemias Agudas son un grupo de neoplasias malignas, caracterizadas por la
acumulacion de precursores inmaduros que surgen de una clona hematopoyética.
La proliferacion incontrolada de las células leucémicas (blastos) en la médula 6sea
suprime la proliferacién y diferenciacion de las células hematopoyéticas normales

condicionando el cuadro clinico de la enfermedad (3).

La etiologia de la leucemia es desconocida, aunque hay diversos factores que se
han asociados a esta enfermedad, como por ejemplo la exposicién a radiacion
ionizante, al benceno, infecciones por algunos virus como Epstein-Barr y el
HTLV1, también algunos sindromes congénitos como la Ataxia telangiectasia, el

sindrome de Bloom y la Neurofibromatosis, entre otros (4).

Al igual que el diagnoéstico y el inicio de un tratamiento oportuno, es importante
tomar en cuenta las posibles complicaciones que los pacientes presentan a lo
largo de su enfermedad. No sélo debemos enfocarnos al tratamiento con
guimioterapia, si no de manera integral, brindar cuidados de apoyo oportuno tales
como transfusion de hemocomponentes, contar con infraestructura adecuada
como cuartos de aislamiento, unidades de terapia intensiva pediatrica (UTIP),

inicio oportuno de antibidticos, equipo médico capacitado, etc. Ya que esto



aumenta de manera importante la supervivencia del paciente, incluso hasta en un

80% como lo reportan estudios en paises desarrollados (5).

Las complicaciones mas frecuentes en los pacientes con leucemia son las
infecciones, que se manifiestan principalmente como fiebre y neutropenia,
ameritando tratamiento agresivo y oportuno, debido al alto riesgo de presentar
complicaciones graves como sepsis, choque o incluso la muerte.

La fiebre en los pacientes con leucemia, no debe subestimarse, porque ésta,
podria ser el Unico indicador de una infeccion grave ya que en estos pacientes los
signos y sintomas de una respuesta inflamatoria tipica se encuentran alterados
(6). Se documenta fiebre frecuentemente durante la neutropenia inducida por
guimioterapia, de acuerdo a las estadisticas el 80% de los pacientes con
neoplasias hematoldgicas, desarrollara fiebre asociada a neutropenia en mas de

un ciclo de quimioterapia (7).

Se define fiebre como una sola medicion de temperatura oral de = 38.3°C o una
temperatura > 38°C sostenida durante un periodo de 1 h. La temperatura axilar no
se utiliza, porque no refleja con precision la temperatura central, de igual forma se
debe evitar la medicién de temperatura rectal durante estados de neutropenia para
prevenir la colonizacion de organismos intestinales a la mucosa circundante y los
tejidos blandos (6)

Neutropenia se define como la disminucion del conteo absoluto de neutréfilos y se
divide en: leve <1500 neutrdfilos /pL, moderada < 1000 neutrofilos/ L, grave< 500
neutroéfilos / YL y un recuento<100 neutroéfilos/ yL se considera neutropenia muy

grave (8).

La fiebre y neutropenia es una complicaciébn comun en nifios con leucemia, debido
a las alteraciones inmunoldgicas que se presentan después de la quimioterapia ya
gue se induce un estado de mielosupresion, proliferacion de células malignas

aunado al uso de esteroides que inhiben la respuesta inflamatoria y alteran la
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funcion leucocitaria, ocasionando inmunosupresion y mayor riesgo de infecciones

graves (9).

En la mayoria de los pacientes no es posible aislar el agente infeccioso, sin
embargo los sitios mas comunes de infeccién son el tracto gastrointestinal, el
tracto respiratorio y la piel. Los agentes bacterianos son los mas comunes, aunque
a lo largo del tiempo, los agentes causales mas frecuentes han ido cambiando.
Por ejemplo en la década de los afios 60 a 70, las bacterias Gram negativos
predominaban, posteriormente en la década de los 80 a los 90 se tornaron mas
frecuentas las infecciones por Gram positivos, debido a la mayor utilizacién de
dispositivos invasivos que permiten la introduccion de agentes bacterianos propios
de la piel. Actualmente a nivel mundial los agentes mayormente aislados en estos
pacientes son los Estafilococcus coagulasa negativos y las Enterobacterias
(Escherichia coli y Klebsiella sp) asi como bacterias Gram negativas no

fermentadoras (Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas Sp) (6,10,11).

Los hongos son raramente identificados como causa en primera instancia de
fiebre en pacientes con Leucemia, éstos son mas comunes en pacientes con
neutropenia prolongada y uso de antibiéticos de amplio espectro. Los principales
hongos encontrados son especies de Céandida, las cuales pueden penetrar al
torrente sanguineo, ya que comunmente la quimioterapia produce mucositis,
alterando la barrera mucosa y permitiendo el paso de dichos patégenos, llegando

a afectar de manera importante a érganos como el higado y el bazo (12).

Para el abordaje del paciente con Leucemia y fiebre es necesario realizar
examenes de laboratorio y gabinete, con el fin de corroborar la presencia de
neutropenia y establecer el sitio probable de infeccién para ello se debe solicitar
biometria hemética completa, con diferencial leucocitaria y conteo plaquetario, asi
como niveles séricos de creatinina, nitrégeno ureico, electrolitos completos y
pruebas de funcién hepatica. También estad indicado la toma de cultivos,
principalmente hemocultivos. Si el paciente cuenta con catéter central se debe

cultivar cada uno de los lumenes, de no ser asi se debe tomar al menos 2
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hemocultivos por puncion de vena periférica de dos sitios diferentes. Si se
sospecha que el foco de infeccion es el catéter venoso central, se debe retirar y
enviar a cultivar la punta; de igual manera es de utilidad realizar examen general

de orina, urocultivo, exudado faringeo y coprocultivos (6,13).

Una vez que se completa el protocolo de estudio del paciente con neutropenia
febril, es necesario estratificarlo en grupo de riesgo, para determinar el mejor
tratamiento.

Existen multiples factores predictores de riesgo, de los cuales los mas utilizados
son los emitidos por la infectious Diseases Society of América (IDSA) o también
los criterios de Santolaya mayormente utilizados en nifios, que dividen a los
pacientes en dos grupos, de bajo y alto riesgo, con base en criterios clinicos y de
laboratorio. Entre los que se incluye, niveles elevados de PCR >90mg/L,
hipotensién arterial, recaida, neutr6filos<500/uL y trombocitopenia <50.000

plaquetas (6, 14).

En paises desarrollados se reporta hasta el 70% de cultivos con gérmenes Gram
positivos. De acuerdo a la Ultima guia de la IDSA, se reporta como principal
agente etioldgico el estafilococo coagulasa negativo (6).

En paises latinoamericanos como Chile donde se realizdé un estudio prospectivo
multicéntrico, para determinar cuales eran los gérmenes aislados con mas

frecuencia, reportando mayor aislamiento de cocos Gram positivos (15).

En México se han realizado algunos estudios similares: en Aguascalientes se
efectu6 un estudio en un Hospital de referencia, en nifios con enfermedades
oncoldgicas, incluidas leucemias agudas; con un total de 58 nifios y 106 episodios
de neutropenia febril, Se agruparon por tipo de neoplasia, etapa de la
quimioterapia y grupos de riesgo; se tomaron policultivos, observando que hubo
un predominio de bacilos Gram negativos (61.2%), seguidos de Gram positivos y

finalmente Candida (16). El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Dr.
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Salvador Zubiran, realizé un estudio similar, en pacientes con leucemia mieloide

aguda, reportando predominio de bacterias Gram negativas en los cultivos (17).

Con base a la clasificacibn por grupos de riesgo se han propuesto varios
algoritmos de tratamiento. Es necesario el inicio precoz de esquema antibiético,

por el riesgo de la rapida progresion de la infeccion (18).

De manera general, en pacientes de bajo riesgo se inicia por via parenteral; una
cefalosporina de tercera o cuarta generacion, como ceftazidima o cefepime, que
tengan cobertura contra pseudomonas, en constante vigilancia, si el paciente
mantiene una adecuada evolucién por mas de 72 horas, afebril, sin datos de
repuesta inflamatoria, se debe considerar su egreso con tratamiento oral, ya sea
con amoxicilina con clavulanico o cefixime. Los pacientes de alto riesgo deben
iniciar tratamiento con doble esquema antibiético, afiadiendo un aminoglucésido al
manejo con cefalosporina de tercera o cuarta generacion. El uso de vancomicina
se justifica en casos de infeccion relacionada a catéter, infeccion de partes
blandas, en sitios de venopuncidon, mucositis grado 1V, colonizacién por
neumococo resistente a penicilina o cefalosporinas y estafilococo meticilino
resistente. Si el paciente persiste febril, hay que tomar nuevos cultivos y modificar
esquema antimicrobiano. En estos casos se considerara el inicio de un
carbapenémico y vancomicina de acuerdo a las caracteristicas del paciente. El
esquema antibiético se modificard de manera oportuna al tener los resultados de
los cultivos. De persistir con fiebre después de 5 o 7 dias de tratamiento, se

valorard el inicio de antimicético (19).

El tratamiento de la neutropenia febril depende en gran medida, de la
estratificacion en grupos de riesgo, para lo cual se han tomado multiples

parametros, tanto clinicos como de laboratorio.

La capacidad de los diferentes biomarcadores para predecir resultados adversos
en pacientes con fiebre y neutropenia, han sido ampliamente estudiados, entre

ellos, la proteina C reactiva, la procalcitonina, la interleucina 6 y la interleucina 8,
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sin embargo en nifios con neutropenia febril y cancer existen reportes de estudios

con un reducido nimero de pacientes.

En algunos estudios, como el de Ammann en 2003, en pacientes con Leucemia
linfoblastica aguda, de células Pre B, se midi6 PCR en 111 pacientes, con 285
episodios de fiebre y neutropenia, considerando que la positividad de ésta, se
correlaciona con infeccion bacteriana significativa, mientras que valores por

encima de 150 mg/L sugerian infeccion muy grave.

Sin embargo la gran dificultad de analizar estos estudios, son los diferentes puntos
de corte utilizados por los diferentes grupos, por tanto al utilizar un punto de corte
menor — como 20 mg/L — obteniamos un mayor niamero de falsos negativos que

con puntos de corte mayores (méas de 50 mg/L).

Aunque otros investigadores, que si bien consideran que la procalcitonina es mejor
como predictor de bacteremia, revisiones sistematicas prefieren a la PCR, por ser
mas facil de realizar en los servicios de Urgencias y predecir sepsis hasta 24
horas antes de que el cuadro clinico se manifieste. Otra desventaja de la PCT, es
su poca utilidad en la infeccion fungica invasora, en la que se encuentra
disminuida. (20-22)

El conocer que los biomarcadores son producto de los mecanismos de dafio
organico y celular en el sujeto séptico y que éstos pueden estar alterados en
individuos con cancer, nos obliga a establecer patrones diferentes de los niveles
séricos entre pacientes con cancer y pacientes sin cancer. Asi mismo es muy
importante conocer el comportamiento en nuestra poblacion es por eso que
planteamos el presente estudio. Y al contar con los resultados se podran tomar
decisiones en forma oportuna y con mayor precisiéon. Asi como la comparacion de

nuestros resultados con otros estudios nacionales e internacionales.
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IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cudles son los Gérmenes mas comunmente aislados en pacientes pediatricos
con Leucemias Agudas y Neutropenia Febril y su asociacién con la Proteina C

reactiva como predictor de gravedad en un periodo de 2 afios?

V. JUSTIFICACION

Las Leucemias agudas son las neoplasias mas comunes en nifios entre 2 y 15
afnos de edad y se encuentran entre las primeras 5 causas de muerte en nifios
menores de 14 afios. Se estima que un paciente con leucemia aguda, que recibe
en promedio dos afios de tratamiento antineoplasico, presentara entre 6 y 7
episodios de neutropenia febril, los cuales varian en intensidad de acuerdo a la
evolucion de la enfermedad, el tipo de quimioterapia que reciben y las

comorbilidades del paciente.

El paciente con neutropenia febril requiere atencion urgente, e inicio de esquema
antibiotico oportuno, determinados por estudios previos de los gérmenes aislados
mas frecuentemente. Los gérmenes aislados en pacientes con fiebre vy
neutropenia varian de acuerdo al pais, region e incluso de cada centro
hospitalario, por lo que es necesario conocer los gérmenes mas frecuentes en
nuestra poblacion, con el fin de tomar una mejor decision en cuanto a la cobertura
antimicrobiana desde el inicio para evitar complicaciones graves: como choque
séptico y muerte. Asi como el conocimiento de biomarcadores como predictor de
gravedad del cuadro y tomar medidas de precaucién, entre los mas utilizados y

accesibles en nuestro medio se encuentra la proteina C Reactiva (PCR).

En el Servicio de Onco-hematologia pediatrica hasta ahora no se cuenta con

estudios de este tipo. Y son de suma importancia, ya que las infecciones siguen
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siendo la primera causa de morbimortalidad de nuestros pacientes con leucemias
agudas, ademas de estancias hospitalarias prolongadas y elevacion del costo de
atencién. Es por eso que se plantea el presente estudio, para documentar, que
gérmenes son mas comunes en nuestra poblacién, para brindarles un tratamiento
mas dirigido y oportuno, asi mismo al conocer el papel de la PCR como
biomarcador de predictor de gravedad se podra implementar desde el inicio un
tratamiento més intensivo, incluso en la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica

para disminuir el riesgo de mortalidad de nuestros pacientes.

A su vez comparar nuestros resultados con los reportados en estudios Nacionales

e Internacionales.

VI. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL
Conocer cuédles son los Gérmenes mas comunmente aislados en pacientes
pediatricos con Leucemias Agudas y Neutropenia Febril y su asociacion con la

Proteina C reactiva como predictor de gravedad en un periodo de 2 afios en el

Servicio de Onco-hematologia del Hospital Pediatrico Moctezuma.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Revisar la base de datos de cultivos de los pacientes con Leucemias
Agudas en eventos de neutropenia febril.

e Identificar los gérmenes aislados

e Correlacionar los gérmenes aislados y los datos del paciente en cuanto a la

fiebre y el grado de neutropenia.

e Conocer los niveles de PCR al inicio del cuadro
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e Determinar la asociacion de los niveles de la PCR con la severidad del

cuadro infeccioso

e |dentificar el desenlace del cuadro de neutropenia febril, en cuanto a

resolucién o prolongacion del mismo.

VIl. HIPOTESIS DE TRABAJO

Los principales gérmenes que se identifican en cultivos de nifilos con neutropenia
febril y leucemia aguda, son las bacterias Gram negativas, tales como E. coli,

Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Pseudomonas aeruginosa.
Los principales gérmenes que se identifican en cultivos de nifios con neutropenia
febril y leucemia aguda son Gram positivos iguales a los reportados en paises

desarrollados.

Los pacientes con niveles de PCR =290 mg/L tendran cuadros infecciosos mas

graves.
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VIIl. MATERIAL Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Estudio de Cohorte, prospectivo, longitudinal, observacional y descriptivo
POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes pediatricos con diagnéstico de leucemias agudas ya sea linfoblasticas o
mieloblasticas de cualquier subtipo morfolégico en diferentes etapas de
tratamiento, que cursan con fiebre y neutropenia, a los que se realizaron
policultivos y toma de PCR, del servicio de Onco-Hematologia del Hospital
Pediatrico Moctezuma, en el periodo comprendido entre Marzo de 2014 a Mayo
de 2016.

CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

-Paciente < 18 afios de edad

-Ambos géneros

-Con diagnoéstico de leucemia Aguda ya sea linfoblastica o mieloblastica de
cualquier subtipo morfoldgico, en cualquier etapa de tratamiento, que cursaron con
neutropenia y fiebre en el periodo sefialado.

-Que se les realizod policultivos (hemocultivos, urocultivos, exudados faringeos,
cultivos de secrecion) en el evento de neutropenia febril

-Que se les cuantifico PCR

CRITERIOS DE EXCLUSION

-Pacientes con neutropenia y fiebre sin toma de cultivos ni determinacioén de PCR.
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VARIABLES DE ESTUDIO

FIEBRE

Definicion conceptual: fiebre se define como la temperatura oral de = 38.3°C o
una temperatura = 38°C sostenida durante un periodo de 1 h.

Definicion Operacional: Se verificara en el expediente clinico.

Tipo de variable: Cuantitativa continta

Escala de medicion: de razén

Indicador: cantidad registrada

NEUTROPENIA

Definicién conceptual: disminucion del conteo absoluto de neutréfilos que se
divide en: leve <1500 neutrofilos /uL, moderada < 1000 neutrofilos/ pL, grave <
500 neutréfilos / uL y un recuento<100 neutréfilos/ pL se considera neutropenia
muy grave.

Definicién operacional: se verificard en el expediente clinico o electrénico y se
contrastara con el registro en la base de datos de las biometrias hematicas del
laboratorio.

Tipo de variable: cuantitativa

Escala de medicion: discreta

Indicador: Cifra registrada <1000, <500 o <100

CULTIVO CON DESARROLLO BACTERIANO

Definicién conceptual: en el que se ha demostrado el crecimiento de un
microorganismo, en el tiempo establecido por el laboratorio.
Definicion operacional: se verificara en la base de datos y registro de resultados

por el laboratorio de microbiologia
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Tipo de variable cualitativa.
Escala de medicion: nominal dicotdmica

Indicador: cultivo positivo o negativo

GERMENES GRAM NEGATIVOS

Definiciébn conceptual: a aquellas bacterias que se tifilen de azul oscuro
0 violeta por la tincién de Gram.

Definicion operacional: Se tomara el dato en el expediente clinico y se validara
con el registro de la base de dato en el laboratorio de microbiologia que tipo de
Gram corresponde el germen reportado

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicion: nominal dicotémica

Indicador: Gram negativos/Gram positivos

GERMENES GRAM POSITIVOS

Definicion conceptual: son aquellas bacterias que se tifien de rosado tenue por
la tincion de Gram

Definicion operacional: Se tomara el dato en el expediente clinico y se validara
con el registro de la base de dato en el laboratorio de microbiologia que tipo de
Gram corresponde el germen reportado

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicion: nominal dicotémica

Indicador: Germen positivo/Gram negativo

PROTEINA C REACTIVA

Definicion conceptual: proteina de fase aguda, que forma parte de la inmunidad
innata y su sintesis es inducida como respuesta al dafo tisular, sintetizada por los

hepatocitos y el endotelio vascular.
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Definicion operacional: Se tomara el dato en el expediente clinico y se validara
con el registro de la base de dato en el laboratorio.

Tipo de variable: cuantitativa

Escala de medicion: discreta

Indicador: < 90mg/L, =290mg/L.

VARIABLES GENERALES

EDAD

Definicion conceptual: Edad biologica es el tiempo transcurrido desde el
nacimiento hasta el momento del estudio.

Definiciébn operacional: se corroborar4 la edad de acuerdo a la fecha de
nacimiento consignada en el expediente clinico

Tipo de variable: cuantitativa

Escala de medicion: de razon

Indicador: edad en afios

SEXO

Definicién conceptual: condicién biolégica que diferencia entre el hombre y la
mujer

Definicion operacional: se corroborard de acuerdo al sexo consignado en el
expediente clinico

Tipo de variable: cualitativa

Escala de medicion: nominal dicotémica

Indicador: masculino o femenino
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TAMANO DE LA MUESTRA

Se incluiran a todos los pacientes con diagnéstico de Leucemia Aguda que cursan
con neutropenia febril en el periodo comprendido entre el 1° de Marzo de 2014 al
31 de Mayo de 2016.

ANALISIS ESTADISTICO

Se recabaron los datos en hoja de recoleccion de datos expreso en Anexo 1, se
vaciaron en hoja de datos de Excel. El andlisis se realiz6 en programa SPSS
version 20, en primer lugar se realizd analisis descriptivo. Las variables cualitativas
se expresan en numeros absolutos y porcentajes, se presentaron en tablas y
gréficos, la medida de tendencia central que se utilizé fue mediana, valor minimo y
maximo. Asi como prueba de chi cuadrada o prueba exacta de Fisher. Se
establecio la relacién entre variables para determinar si la PCR es un buen

predictor de gravedad.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Se incluyeron los pacientes del Servicio de Onco-Hematologia pediatrica con
leucemias agudas, ya sea Leucemias linfoblasticas o mieloblasticas, en las
diferentes etapas de tratamiento, que cursaron con fiebre y neutropenia, que se
les policultivo, se les determind niveles de PCR y se verifico el resultado de los
cultivos para determinar los gérmenes que fueron aislados. Asi mismo se
validaron los resultados con la base de datos de cultivos, de la seccion de
Bacteriologia del laboratorio clinico de Hospital Pediatrico Moctezuma.

Se registro el nivel de la proteina C reactiva al momento del inicio del cuadro y se
vaciaron los datos obtenidos en la hoja de recoleccién de datos expreso en Anexo

1. Se realizé una revisibn meticulosa de los expedientes clinicos, a fin de obtener
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datos especificos (edad, sexo, diagnostico hematolégico, diagnostico
infectolégico).

Se revisaron las biometrias heméticas tomadas en el periodo de fiebre y se
corroboré la presencia y grado de neutropenia

Se realiz6 el andlisis estadistico de los datos obtenidos.

De acuerdo a los resultados se compararon con lo reportado en la literatura, de los
gérmenes mas comunmente aislados en pacientes con neutropenia febril.

Se sometio a revision y aprobacion por el comité de investigacion local y una vez

aprobado se realiz6 el estudio.
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IX RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre marzo de 2014 a mayo de 2016, se realiz6
el siguiente estudio: donde se incluyeron un total de 58 paciente, las
caracteristicas generales de la poblacion se muestran en la Tabla 1, se observa
gue predomind en el sexo masculino 30 pacientes (51.7%), y en el sexo femenino
con 30 pacientes (48.3%), la mediana de edad fue de 8.1 afios (valor minimo 1
afo —valor maximo 18 afos). En cuanto a edad por grupos, predominé en el grupo
entre 1 a 5 afios con 22 pacientes (37.5%), seguido del grupo de edad de 10.1 a
18 afios con 19 pacientes (32.8%). Con respecto al diagnostico hematoldgico
predominé la Leucemia Linfoblastica Aguda en 54 pacientes (93.1%), seguido de
la Leucemia Mieloblastica Aguda con 3 pacientes (29.3%) y solamente un caso de
Leucemia Bifenotipica (1.7%). (GRAFICA 1)

Tabla 1. Caracteristicas generales de la poblacion estudiada: N=58

Caracteristica Fr % Md Min Max
Pacientes (total) 58 100

Sexo

Masculino 30 51.7

Femenino 28 48.3

Edad (afios)

Mediana 8.1 1 18
Grupos de Edad (afios)

Oab 22 37.9

5.1a10 17 29.3

10.1a18 19 32.8

Diagnostico Hematoldgico

LLA 54 93.1

LMA 3 5.2

LAB 1 1.7

Fr=Frecuencia, %=porcentaje, Md=mediana, Min=minimo, Max=maximo, LLA=Leucemia
Linfoblastica Aguda, LMA=Leucemia Mieloide Aguda, LA=Leucemia Aguda Bifenatipica.
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Grafica 1 : Diagnostico Hematologico

mLLA

LMA

ELAB

LLA=Leucemia Linfoblastica Aguda, LMA=Leucemia Mieloide Aguda, LA=Leucemia Aguda
Bifenotipica
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Los pacientes incluidos para este estudio, presentaron un total de 113 eventos de
neutropenia febril, el diagnostico infectologico mas comun fue la fiebre vy
neutropenia sin foco infeccioso evidente en 37 eventos (29.8%), seguido de
infeccién asociada a catéter en 21 eventos (16.9%) al igual que Neumonia en 21
eventos (16.9%), colitis neutropénica en 16 eventos (12.9%) y algunos otros

menos frecuentes como se muestra en la TABLA 2.

Tabla 2: Caracteristicas de diagndstico, cultivos y dx infectoldgico

Caracteristica Frecuencia %
Diagnostico Hematolégico
y toma de cultivos

LLA 378 88.9
LMA 26 6.1
LAB 21 4.9
Diagnostico Infectolégico

Fiebre y Neutropenia 37 29.8
Asociado a Catéter 21 16.9
Neumonias 21 16.9
Colitis neutropénica 16 12.9
GEPI 11 8.9
IVRS 5 4.0
VU 7 5.6
Otras 6 4.2

GEPI=gartroenteritis Pb infecciosa IVRS=infeccién de vias respiratorias
Superiores, IVU=infeccion de vias urinarias.
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GRAFICO 2: DIAGNOSTICO INFECTOLOGICO
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En relacion al grado de neutropenia, la mayoria de los pacientes cursaron con
neutropenia muy grave (54.2%), con una duracion de 7 a 14 dias en la mayoria de
los casos (39.8%). En cuanto a los dias de estancia intrahospitalaria predominé el
rango entre 7.1 a 14 dias (28.3%) seguido del rango de 14.1 a 21 dias (22.1%).
Del total de eventos de neutropenia febril fueron 113, ameritaron manejo en la
Unidad de Terapia Intensiva 37 eventos (32.7%), respecto a los dias de estancia
en UTIP predominé el rango de 5.1 a 10 dias de estancia (45.9%) (TABLA 3)

Tabla 3: Caracteristicas de la Neutropenia, dias de duracién y dias de

estancia
Caracteristica frecuencia %
Neutropenia
Leve 6 53
Moderada 11 9.7
Grave 35 31.8
Muy grave 61 54.2
Dias de neutropenia
7al4 45 39.8
15a21 24 21.2
22 a28 8 8.0
>28 36 31.0
Dias de Estancia Hospitalaria
1 a7dias 12 10.6
8al4 32 28.3
15a21 25 22.1
22 a28 18 15.9
>28 26 23.0
Manejo en la UTIP
Si 37 32.7
No 76 67.3
Dias de estancia en UTIP
lab 13 35.1
6al0 17 45.9

>10 7 18.9
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Se tomaron en total 424 cultivos, de los cuales se obtuvo desarrollo de
microorganismos en 160 cultivos (37.8%) y no se desarrollé ningin germen en 264
cultivos (62.2%). De los gérmenes aislados, 50 cultivos fueron positivos para
gérmenes Gram+ (31.2%), 94 cultivos positivos para Gram- (58.8%), y solamente
16 cultivos positivos para hongos (10%). El sitio mas comun de cultivo, fué el
hemocultivo central (32.3%), en segundo lugar el hemocultivo periférico (23.1%) y
en tercer lugar el urucultivo (17.7%) y otros menos frecuentes como se muestra en

la TABLA 4, y GRAFICA 2 donde se muestra todos los gérmenes aislados.

Tabla 4: Sitios de Cultivo y gérmenes aislados.

Caracteristica Fr %
Total de Cultivos 424 100
Con desarrollo 160 37.8
Sin desatrrollo 264 62.2
Sitios de Cultivos

Hemocultivo Central 137 32.3
Hemocultivo periférico 98 23.1
Punta de catéter 34 8.0
Exudado Faringeo 21 5.0
Urocultivo 75 17.7
Coprocultivo 34 8.0
Otros 25 59
Gérmenes aislados por Gram y Hongos

Gram + 50 31.2
Gram - 94 58.8

Hongos 16 10
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GRAFICO 3: GERMENES AISLADOS
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En cuanto al nivel de Proteina C reactiva (PCR) predominaron niveles por arriba
de 90 mg/L en 53.1%, del total de pacientes incluidos permanecen vivos 52
(89.6%) y fallecieron 6 (10.4%), de los cuales 4 fallecieron por causas asociadas a
infeccién 6.9% y 2 por actividad leucémica 3.4% (TABLA 5).

Tabla 5 Nivel de PCR y desenlace

Caracteristica Frecuencia %
Nivel de PCR (mg/L)

<90 53 46.9
290 60 53.1
Desenlace

Vivo 52 89.6
Muertos 6 10.4
Causa de la muerte

Se asoci6 a la infeccién 4 6.9

No se asoci6 a la infecciéon 2 3.4
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Al realizar la correlacion entre el germen aislado, grado de neutropenia y nivel de
PCR como se muestra en la TABLA 6. Observamos que a mayor neutropenia y
mayor nivel de PCR, hay mayor aislamiento de gérmenes tanto Gram+ (p=.001),

Gram — (p=.021) y hongos (p=.000) con diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 6. Correlacién entre Germen aislado, grado de Neutropenia y nivel de PCR

Proteina C Reactivay Grado de Neutropenia

Diagnéstico | Germen PCR <90mg/L | PCR290mg/L | PCR <90mg/L | PCR 290mg/L | P
aislado : . : .
Neutropenia | Neutropenia Neutropenia Neutropenia
grave grave muy grave muy grave
F (%) F (%) F (%) F (%)
Sin 59 (77.0) 19 (47.5) 57 (77.0) 87 (63.5) .204
desarrollo
LLA
Gram + 6 (7.9) 3 (7.5) 4 (5.4) 17 (12.4) .001
Gram - 11 (14.5) 13 (22.5) 11 (14.9) 28 (30.4) .021
Hongos 0 (0.0) 2 (12.5) 1(2.7) 5 (3.6 .000
Sin 2 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 11 (73.3) .032
desarrollo
LMA
Gram + 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (20.0) .000
Gram - 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(6.7) .000
Hongos 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) -
Sin 0 (0.0) 2 (66,7) 0 (0.0) 2 (273) .000
desarrollo
LAB
Gram + 2 (33.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 6 (54.5) .000
Gram - 0 (0.0) 1(33.3) 0 (0.0) 1(20.2) .000
Hongos 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) -

LLA=Leucemia Linfoblastica Aguda, LMA=Leucemia Mieloide Aguda, LAB=Leucemia Aguda
Bifenotipica F= frecuencia
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También se realiz6 la correlacidbn entre duracion de la neutropenia, gérmen

aislado, grado de neutropenia y nivel de PCR, como se muestra en la Tabla 7.

Observando que a mayor duracion de la neutropenia y mayor nivel de PCR

predomina el aislamiento de hongos (p=.000) con significancia estadistica.

Tabla 7: Diagndstico, duracion de la neutropenia, gérmenes aislados, grado de neutropeniay PCR

Diagnéstico | Duracion | Germen Neut-grave Neut-grave Neut-muy Neut-muy P
De la Aislado PCR<90mg/L  PCR=90mg/L 9"@V€ grave
?(Iﬁ:;) E o) E o) 'I:CI(R;;)QOmg/L ECI:;;)Omg/L
7-14 Gram-+ 5 (33.4) 0 (0) 0 (0) 1 (100) .019
Gram- 6 (40.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0.0)
Hongos 3 (20.0) 0 (0) 0 (0) 0 (0.0
15-21 Gram-+ 1 (25) 0 (0) 0 (0) 3 (33.3)
Gram - 2 (4.5) 2 (100) 0 (0) 7 (77.7)
Hongos 0 (0) 0 (0) 1 (100) 0 (0)
LLA 22-28 Gram+ 0 (0) 0 (0) 1 (33.3) 0 (0) .000
Gram- 11 (100) 0 (0) 2 (66.6) 0 (0)
Hongos 0 (0) 2 (50) 0 (0) 0 (0)
>28 Gram-+ 0 (0) 2 (50) 5 (28.0) 3 (17.7) .000
Gram- 0 (0) 2 (11.8) 10(55.6) 10(58.9)
Hongos 0 (0) 0 (0) 3 (16.8) 4 (23.5)
7-14 Gram-+ 0 (0) 2 (100) 0 (0) 0 (0) .004
Gram- 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Hongos 1 (11.1) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
15-21 Gram-+ 0 (0) 1 (20) 2 (25) 0 (0) 673
Gram- 0 (0) 1 (20) 0 (0) 1 (25)
Hongos 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
LMA 22-28 Gram+ 0 (0) 0 (0) 3 (17.6) 0 (0) .033
Gram- 0 (0) 0 (0) 3 (17.6) 2 (33.2)
Hongos 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
>28 Gram-+ 2 (23.1) 0 (0) 3 (17.6) 3 (17.7) .043
Gram- 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (5.6)
Hongos 0 (0) 0 (0) 0 (0) 3 (17.7)

Neut=neutropenia, F=frecuencia, Neut-3= grave, Neut-4=neutropenia muy grave, PCR-1=proteina
C reactiva <90mg/L, PCR-2=proteina C reactiva >90mg/dl.
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Al realizar la correlacion entre el grado de neutropenia, nivel de PCR y desenlace
vivo 0 muerto como se muestra en la TABLA 8, observamos que todos los
pacientes que fallecieron se correlacion6 con neutropenia profunda y nivel de PCR

290mg/L. (p= .000) con diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 8: Correlacion entre Neutropenia, PCR y el desenlace Vivo o Muerto

Desenlace vivo /muerto
Diagnoéstico | Neuty PCR Vivo Muerto P
F (%) F (%)
LLA Neut-grave y PCR<90mg/L 13 (22.4) 0 (0.0 .000
Neut-grave y PCR=90mg/L 3 (5.1 1 (1.7)
Neut-muy grave y PCR<90mg/L 6 (10.3) 0 (0.0
Neut-muy grave y PCR=90mg/L 20 (34.4) 4 (6.8)
LMA Neut-grave y PCR<90mg/L 0 (0.0) 0 (0.0 .022
Neut-grave y PCR=90mg/L 0 (0.0 0 (0.0)
Neut-muy grave y PCR<90mg/L 2 (3.9 0 (0.0
Neut-muy grave y PCR=90mg/L 0 (0.0 1 (1.7)
Bifenotipica | Neut-grave y PCR<90mg/L 0 (0.0 0 (0.0) .000
Neut-grave y PCR=90mg/L 0 (0.0 0 (0)
Neut-muy grave y PCR<90mg/L 0 (0.0 0 (0.0
Neut-muy grave y PCR=90mg/L 1 (1.9 0 (0.0)

Neut=neutropenia, PCR=proteina C reactiva, F= frecuencia.
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X DISCUSION

La neutropenia febril es la complicacion mas comuin en el paciente con cancer, lo
gue da lugar a hospitalizaciones frecuentes y prolongadas, incrementando el costo
de la atencidn, de la misma manera aumenta el uso de antimicrobianos de amplio
espectro, aparicion de resistencia antimicrobiana e incremento de sobreinfeccion

asociada, con lo que aumenta la morbi-mortalidad de estos pacientes(20).

Los criterios diagndsticos para identificar la presencia de un evento de
neutropenia febril, se encuentran bien establecidos por los 6rganos
internacionales. De manera general el manejo de estos pacientes, se refiere como
indispensable la toma obligatoria de policultivos, principalmente hemocultivo
central en caso de existir dicho acceso. Como se observo en nuestros resultados,
el principal sitio de toma de cultivo fué el hemocultivo central en 32.2% del total de

cultivos realizados.

Conocer los gérmenes mas comunmente aislados en los eventos de neutropenia
febril en nuestro hospital, tiene gran importancia para la toma de desiciones
oportunamente, para el inicio de esquema antibiotico dirigido, de acuerdo al
germen encontrado, lo que se traduciria en disminucion de la morbi-mortalidad
(15) De igual forma se sabe que en pacientes mielosuprimidos el aislamiento de
gérmenes es dificil. En paises desarrollados y algunos estudios de paises
latinoamericanos se reporta aislamiento de gérmenes alrededor del 50%. Y se
refiere que para un mejor aislamiento, es muy importante el momento en que se
toman las muestras para los cultivos, las cuales deben ser al ingreso del paciente,
previo a la administracion de antibiéticos. En nuestro estudio obtuvimos
aislamiento de algin germen en el 37.8%, el cual es un porcentaje bajo, al
compararlo con lo reportado en estudios principalmente internacionales que
refieren un aislamiento alrededor de 50% como se menciond previamente. Por lo
gue podemos inferir, que nuestros resultados pudo haber influido la toma

inadecuada de las muestras o fallas en el procesamiento.

Las infecciones del torrente sanguineo son la forma mas comuan de infeccion en

los episodios de neutropenia febril. En nuestra poblacion de 160 cultivos positivos
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el 53.1% fueron hemocultivos, aun mas alto, comparado con lo reportado en
distintas series que van entre 20 y 35%(21). Es importante mencionar que en 34
eventos (8%) correspondieron a punta de catéter y de estos 24 fueron de catéter
puerto, lo que somete en riesgo al paciente y conlleva a consumo vascular e

incrementando el costo en la atencion.

Las bacterias son los agentes etiolégicos mas frecuentemente involucrados en la
neutropenia febril, lo cual se confirma en nuestro estudio ya que del total de

cultivos positivos el 90% correspondié a aislamiento bacteriano.

Diversas publicaciones recientes han analizado el espectro de los patdégenos
aislados en pacientes con neutropenia febril, mostrando una tendencia al aumento
de los patdgenos Gram +, siendo el microorganismo aislado con mayor frecuencia
el Staphylococcus coagulasa negativa y el Streptococcus viridians, en porcentajes
gue van desde el 57 al 80% (6). Sin embargo es importante resaltar que la
mayoria de estos estudios se han realizados en paises desarrollados, donde las
condiciones hospitalarias son diferentes a nuestro medio. Aunque al revisar
publicaciones latinoamericanas, encontramos que los agentes que se aislan mas

comunmente pertenecen al grupo de bacterias Gram — (16).

En nuestro estudio, observamos que los agentes que mas comunmente se
aislaron fueron Gram-— en un 58.8%, a diferencia de lo descrito en publicaciones
internacionales de paises desarrollados. Estas diferencias ponen en manifiesto la
necesidad del conocimiento institucional de los agentes causantes de infecciones
en episodios de neutropenia febril y su susceptibilidad, para orientar de manera
oportuna la toma de decisiones en cuanto al inicio del tratamiento. En nuestra
poblacién como se menciond fué mayor el aislamiento de gérmenes Gram- y de
éstos predominaron: ESCHERICHIA COLI (22.3%), KLEBSIELLA PNEUMONIAE
(19.14%) y ENTEROBACTER CLOACAE (10.6%). En cuanto a las bacterias
Gram+ el agente mas comun fue el STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS (48%).
Respecto al aislamiento de hongos se demostré en nuestra poblacion al igual que
en otros estudios. que a mayor duracion de la neutropenia profunda, mayor riesgo

de infecciones por dichos agentes.
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En cuanto a la Proteina C Reactiva tomamos el punto de corte de 90 mg/L, nivel
establecido como predictor de gravedad y muerte, de acuerdo a los estandares
internacionales, como factor de riesgo para desarrollar infeccién bacteriana grave
(15). Observando que en nuestra poblacion el 53.1% presenté un valor = 90 mg/L.
y que dicho valor se asocio a gravedad y mortalidad, ya que todos los pacientes
gue desarrollaron sepsis y ameritaron manejo en la UTIP presentaron cifras de
PCR=90mg/L, de igual forma, todos los pacientes que fallecieron por causa
asociada a la infeccion (6.9%) también presentaron niveles de PCR = 90mg/L, por
lo que podemos concluir que la PCR es un fuerte predictor de gravedad y
mortalidad. La mortalidad encontrada de 6.9%, es alta al compararlo con estudios
de paises con altos ingresos como Estados Unidos de Norteameérica y los paises
Europeos, donde se reporta alrededor del 3%. Y mas baja al compararlo con
estudios de paises latinoamericanos y algunos de otros hospitales en nuestro

pais.
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XI CONCLUSIONES

1.

Las caracteristicas demogréficas de los pacientes estudiados son similares
a las reportadas en la literatura mundial y nacional.

El principal diagnéstico hematologico fue la Leucemia linfoblastica aguda.
Los eventos de fiebre y neutropenia fueron mas comunes en etapas de
tratamiento de quimioterapia intensivo

Tuvimos un aislamiento microbiolégico bajo (37.8%) en los cultivos.

Los gérmenes que predominaron en los cultivos positivos fueron las
bacterias Gram negativas

A mayor duracién de neutropenia profunda mayor aislamiento de hongos.
PCR2=90mg/L se encontré como fuerte predictor de gravedad y mortalidad
La mortalidad asociada a infeccion fue de 6.9% mayor a la de paises

desarrollados y menor a la reportada en paises en vias de desarrollo.
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XIIl ANEXOS
(ANEXO 1)
HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

GERMENES MAS COMUNMENTE AISLADOS EN PACIENTES PEDIATRICOS
CON LEUCEMIAS AGUDAS Y NEUTROPENIA FEBRIL Y SU ASOCIACION
CON PROTEINA C REACTIVA COMO PREDICTOR DE GRAVEDAD

NOMBRE: Expediente:
EDAD:

SEXO:

DIAGNOTICO HEMATOLOGICO:

FASE DE TRATAMIENTO:

FIEBRE Y NEUTROPENIA SIN SITIO ESPECIFICO DE INFECCION: ()
DIGNOSTICO INFECTOLOGICO

DESENLACE:

DIAS DE ESTANCIA:

REQUIRIO MANEJO EN UTIP:

FALLECIO (SI) (NO) SE ASOCIO LA INFECCION COMO CAUSA DEL MISMO
(SI) (NO)

CAUSA DE LA MUERTE:

DIAS DE RESOLUCION DE NEUTROPENIA:

NEUTROPENIA PROLONGADA MENOS DE 28 DIAS ( ) MAS DE 28DIAS ().
RESULTADOS DE LABORATORIO:

Fecha Hemoglobina | Leucocitos | Neutréfilos | Plaquetas | Proteinas
Totales. C.

CULTIVOS

Fecha de cultivo Sitio de la muestra Germen aislado

42



43



	Portada
	I. Agradecimientos
	Índice
	II. Resumen
	III. Marco Teórico
	IV. Pregunta de Investigación     V. Justificación
	VI. Objetivos
	VII. Hipótesis de Trabajo
	VIII. Material y Métodos
	IX. Resultados
	X. Discusión
	XI. Conclusiones
	XII. Bibliografía
	XIII. Anexos



