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INTRODUCCION

El principal objetivo de ésta investigacibn fué de-
tectar endotoxinas en sangre de pacientes con sospechs
de sepsis, mediante el lisado de los amebocitos de Lii-
mulus, en el departamento de pediatria del Hospital
Roosevelt, durante el periodo comprendido entre los m
ses de Febrero a Mayo de 1984.

Al ser procesadas las muestras sanguineas, se
comprobd mediante el test de Limulus la existencia d
procesos infecciosos que causaron endotoxemia. La
prueba de Limulus demostrd la susceptibilidad, con L
rapida presencia del gel, en 90 minutos, en respuesta
los casos positivos para endotoxinas de gérmenes Grar

negativos.

Se requirid para su procesamiento de los laborat
rios de la seccibn de bacteriologfa del Hospital Roose
velt y de laboratorios de la Direccidn General de Servi
cios de Salud.



DEFINICION Y ANALISIS DEL PROBLEMA

En Guatemala, la mortalidad infantil es muy ele-
vada. En el afio 1970 a nuestro pais le correspondid lz
tasa de mortalidad infantil mas alta de Ameérica Latina,

con un porcentaje de 72. 3% de 1000 nacidos vivos (15).

Algunas de las cifras de mortalidad reportada
por las diversas fuentes de informacidn no concuerdan.
La direccibn General de Estadistica reporta que en el
afio de 1980 hubo 516 defunciones por causa de sepsis.
La Organizacién Mundial de la Salud y la Direccidon Ge:
neral de Servicios de Salud Pf{iblica para el mismo afi\
reportan 213 defunciones. Otro estudio de investigacid
de Electivo, Titulado ''Andlisis de las tasasy causa
de Mortalidad de pacientes atendidos en servicios inte
nos del Hospital General "San Juan de Dios'' (Estudi
retrospectivo revisidn de (1972 a 1979) reporta en 7 afic
un total de 969 fallecidos por septicemia o sea 138 anu
les.

Revisando el libro de ingresos y egresos de la sa
la de Cuidados Intensivos de Pediatria del Hospital Ro
sevelt, en el afio investigado 1982 a 1983 (Septiembre 8
a Agosto 83) reporta que de 191 ingresos de sepsis fall
cieron 143; en base de ésta informacidon debemos de
considerar que: Si solo una sala del Hospital Rooseve
reporta éstas cifras; al tomar en cuenta todos los Hc
pitales de la Replblica se estimarian cifras mayores.



JUSTIFICACIONES

Ls septicemia en la edad pedidtrica es un proble
ma frecuente. En la sala de pediatria de Cuidados In-
tensivos del Hospital Roosevelt en el periodo de Septiem
bre de 1982 a Agosto de 1983 ingresaron con diagndsti-
co de sepsis o sospecha de la misma 191 pacientes, la -
cuil nos parece es imperativo el diagndstico temprano
de la septicemia; ya que la mortalidad estd relaciona-
da con la rapidez en que se hace el diagnbdstico y se ini-
cia el tratamiento.

Existen pruebas de laboratorios las cuales desa
fortunadamente requieren considerable tiempo para su
lectura. Razdn por lo que se hace necesario utilizar
otras pruebas que acorten el tiempo de diagndstico, pa-
ra tener un inicio de una farmacoterapia rédpida y adecua
da especialmente cuando la sepsis es debida a bacterias
Gram-negativas.,

El test de Limulus representa rapidez, acorta
miento de tiempo diagnostico, cuantificacion de endoto-
xinas en sangre, y es la prueba mas susceptible hasta
hoy para la deteccidn de endotoxinas producidas por gér
menes Gram-negativos.

Procesar un hemocultivo lleva de 7 a 14 dias; pa
ra el test de Limulus se necesita inicamente 2 horas; -
por lo tanto, si un técnico de laboratorio devenga Q.1.50
por hora es obvio que el test de Limulus resulta ser -
més répido. Esta situacidn es de gran importancia y de
mucha utilidad especialmente en Hospitales grandes en
donde son procesadas innumerables cantidades de mues
tras diariamente.



OBJETIVOS

Generales:

a) Establecer una correlacidn de laboratorio con hallaz
gos clinicos en pacientes con septicemia, empleando
el test de Limulus.

Esgecific:os:

1. Utilizar el test de Limulus como diagnbstico rapido
de sepsis a Gram-negativos.

2. Establecer las limitantes y los beneficios de la prue
ba para ser usada rutinariamente en el esquema de
diagndstico.



Septicemia:

La septicemia es una de las afecciones mas co-
mnmente asociadas con el sindrome de coagulacidn in-
travascular diseminada. Clasicamente, la septicemia
es debida a microorganismos Gram-negativos como ocu

rre en la meningococcemia, pero el sindrome puede pre

gsentarse en infecciones por microorganismos Gram-po
sitivos, Virus, Hongos, Plasmbddios e incluso mononu-
cleosis infecciosa. En trabajos experimentales en ani-
males, se encontrd que la coagulacidn intravascular in-
ducida por endotoxinas se evita mediante la produccidn
previa de granulocitopenia con nitrbgeno mostaza. (14)

La coagulacidn intravascular puede ser producida
por infusidén de extractos de leucocitos provenientes de
animales tratados con endotoxinas. Se cree que los leu
cocitos pueden participar en la coagulacidn intravascu-
lar que acompafia a ciertos casos de sepsis; el s hock
anafilatico frecuentemente se acompaifia de coagulacion
intravascular. (14)

Septicemia neonatal:

Deberé sospecharse sepsis en los neonatos de ma
dres que han presentado picos febriles, membranas pro
longadamente rotas, amnioitis o cualquier sospecha de
enfermedad infecciosa, y en todo caso de enfermedad
obscura en nifios pequefios debera tomarse cultivos bac
terianos y virales apropiados. (Sangre nasofaringe, ori
na, excremento y LCR). La infeccidon puede penetrar



al torrente circulatorio desde una variedad de sitios;
puede ser causado por un sinnGmero de organismos pa—'
tbgenos cuya localizacidn puede ocurrir en cualquier
parte del cuerpo. (14)

Sintomas:

1. Anorexia, poco aumento de peso, letargo e inquietud.

2. FEs frf:cuente la inestabilidad de la temperatura, sien
c"Lo mas frecuente la hipotermia que la fiebre; las -
manifestaciones gastrointestinales o del sistema respi-
rato:.r'lo o nervioso central, pueden ser prominentes. EI
sufrimiento respiratorio en las enfermedades por KEs-
tlje[.)’tococo beta hemolitico del grupo B puede tener a.__pa.
ricidn temprana y no diferenciarse del sindrome res '™
ratorio idiopatico. (14) ’

Signos:
Co.n frecuencia se presenta hepatomegalia, esple-
nomegalia, palidez, cianosis e ictericia, especialmente

en las primeras 24 horas. KEs frecuente la hemorragia

5 . . :

f)n farupczones petequiales, no es infrecuente una me -
2 . . ; ;

ingitis o cualquier otra infeccidn focal asociada. (14)
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SHOCK ENDOTOXICO: '

Endotoxemia o shock séptico, es un estado carac-
terizado por inadecuada perfusidn tisular, asociado con
endotoxemia o con bacte remia debidoa organismos
Gram-negativos; también ha sido asociado con enferme
dades debido a bacterias Gram-positivas, Virus, Rickett
sia y Hongos. (7)

La incidencia de shock séptico en la poblacibn pedidtri-
ca es desconocida (T

En los casos patolbgicos de pacientes que sufren
shock fallecen el 98%; y 11 de 36 (31 por ciento) de pa
cientes con septicemia desarrollan shock (7).

Se encontrd hiperglicemia e hipoinsulinemia en Ci
- 11 11 .

nocéfalos (mono grande Africa baboons') en 15 minu-
tos despues de inyectarles organismos de-E. coli; por
” . . - .- - - -
4sta inhibicidon de secresion de insulina en el suero, PO
dria ocurrir una hipoglicemia debido a la inhibicidon de
gluconeogénesis, con vaciamiento de las reservas de -

glicbgeno. (7)

Al inyectar en ventriculo lateral endotoxina de E.
coli en perros en 15 a 30 minutos produce hiperventila
cibn, y en 2 horas baja la frecuencia cardiaca, la pre-
sibn arterial y el gasto cardiaco (7).

FISIOPA TOLOGIA:

La fisiologfa del shock endotbxico es muy comple
jo y podria ser el mejor paso de entrada de efectos bio

logicos de endotoxina (7).

1L




Las endotoxinas bacterianas estin compuestas
principalmente de lipidos y polisacaridos, éstos son --
componentes importantes de las capas del exterior de
la pared celular de bacterias Gram-negativas.

Los lipidos son probablemente los mas responsables de
los efectos de endotoxina: E!l antigeno ""O''de bacilo
Gram-negativo estd relacionado y en parte el componen
te polisacarido.

Cuando se administra por via intravenosa pequefias can
tidades de endotoxina en adultos normales les producg
fiebre en 90 a 120 minutos que persiste por 3 o 4 horas.

(7)

Después de la infucidn de endotoxinas en anima-
les y humanos se ha demostrado leucocitosis, leucope-
nia y trombocitopenia; la endotoxina ocasiona libera-
cidon de plaquetas, factor III y activa el factor XII, los
dos factores desencadenan el sindrome de coagulacidn
intravascular diseminada (CID) (7).

La endotoxina es responsable por las
des de la coagulacién en el sindrome de CID.
se notan bajas concentraciones de C3. (7).

anormalida
También

1.2

A

DEFINICIONES

SEPSIS:

- - -~ I
Son pacientes con sintomatologia clinica de una -
septicemia pero que no se ha aislado el germen en san-

gre.

SOSPECHA DE SEPSIS O SEPTICEMIA CLINICA:

Son pacientes que desarrollan alguna sintomatolo-
gfa de septicemia que también pueden ser secundarias a
otras entidades clfnicas como: deshidratacidn, meningi
tis en neo-natos e infecciones urinarias.

RIESGO DE SEPSIS:

. P o
Se establece por medio de un protocolo especifico
; ; ; ; - =
para recién nacidos en cuyo historial clinico

ten condiciones maternas del parto y del post-parto in-

manifies-

mediato que puedan resultar en el desarrollo de septi-
cemia.
SEPTICEMIA:
Son pacientes con sintomatologia clinicay ger-
men aislado en cultivos de sangre.
13




BACTEREMIA:

Es cuando se detecta el germen en sangre y no -
hay sintomatologia clinica.

ENDOTOXEMIA:

Es la presencia de endotoxinas bacterianas en san
gre.

14

T . s s
* A continuacidn se presentaran algunos reportes con

respecto a diferencias por Septicemia de América Lati-

na.

CUADRO 11-3

NUMERO DE DEFUNCIONES (CIE, 90. REVISION) POR
CAUSAS ESPECIFICAS, CON TASAS BRUTAS Y
AJUSTADAS POR EDAD, POR 100,000 HABITANTES

POR SEPTICEMIA

SEPTICEMIA EN GUATEMALA - 1979

Nmero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
Lok 643 B.s.

SEPTICEMIA EN GUATEMALA 1980

Nimero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
213 e 2.8

SEPTICEMIA EN BARBADOS 1979

Nimero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
16 6.4 3.4

SEPTICEMIA EN BARBADOS 1980

Nimero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
6 2.4 B

SEPTICEMIA EN CHILE 1980

Nimero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
638 BT 57
Fuente: Organizacidn Panamericana de la salud,

de datos: las condiciones de la salud en las América.
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SEPTICEMIA EN HONDURAS 1979

Nimero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
121 3.4 3.4

SEPTICEMIA EN PANAMA 1980

Nimero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
54 2:9 259

SEPTICEMIA EN PUERTO RICO 1979

NGmero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
139 4.1 3.8

SEPTICEMIA EN BRASIL 1979

Némero Tasa bruta Tasa ajustada por edad
6503 6.6 6.8
Fuente Organizacidn Panamericana de la salud,
de las condiciones de la salud en las
datos: Américas.
16

GENERALIDADES DEL METODO LAL:

Para la investigacibn de septicemia varios méto-
dos han sido utilizados, el Hemocultivo como tradicio-
nal, con el inconveniente de la informacidn tardia del
germen. Actualmente se conoce el test LAL desc rito
por Levin y Bang y posteriormente por Rojas-Corona y
otros en 1964; éste método ya utilizado en paises desa
rrollados para deteccidn de endotoxinas bacterinas ha -
demostrado ser sensitivo, practico, confiable y relati-
vamente barato. (9, 16, 6, 21).

Un estudio efectuado en 98 pacientes con sospecha
de septicemia a Gram-negativos se encontrd que el 17%
presentaban endotoxemia; hubo una buena correlacidn
entre los test reactivos para la endotoxina y la existen-
cia de bacteremia organismo Gram-negativos. (9)

Estudios previos con el test de Limulus han de -
mostrado su utilidad para detectar endotoxinas a Gram-
negativos, ya que al estudiarlo en pacientes con infeccio
nes a Gram-positivos se encontrd no atil (9).

En estudios controlados se ha establecido que el LA L-
puede detectar endotoxinas en sangre con un rango de -
0.005 a 0.0005 ng/ml nanogramos/mililitros (9).

También se ha demostrado que el LLAL tiene valor
pronbdstico en pacientes con sepsis a Gram-negativos. -
(10)

En un estudio se encontrd que la mortalidad fué 2 veces
mayor en pacientes en quienes se detectd endotoxemia -
por el test de Limulus, que en aquellos en quienes (ini-
camente presentaron bacteremia, correlaciondndose --
también a casos con SCIV en el grupo de pacientes con

17



pues se encontraron valores disminui-

(10).

LAL positivos;
dos de fibrindgeno y complemento

METODO:
La reaccidn es capaz de detectar pequefias canti-
dades como 0.0005 nanogramos por mililitro de endoto

xina del plasma o suero humano. (8, 18)

La gelacidn del lisado de amebocito de Limulus (the ' -=
horseshoe crab), es un sensitivo indicador de la presen
cia de variedad de endotoxinas. EIl lisado del ameboci-
to es estable, la reaccidn entre lisado y endotoxinas es
facil para medir su produccidén; EI| promedio entre la
reaccidon y el lisado de amebocito y de endotoxina depen
de de las altas concentraciones de endotoxina (8, 18).

Existe otro test de Thomas (17) que detecta endo-

toxina circulante, pero su mayor limitante y desventa-

ja ante el LAL es que no detecta menos de 1 ng (nano-

gramos) por ml. de plasma, y por el tiempo, equipo-

y personal que es requerido para largas escalas de en-
sayo en la clinica (17).

El test de Limulus da resultados estables en 90 minutos.

Este hecho con modificaciones de Limulus hizo posible
la obtencibn fiable y determinaciones cuantitativas de en
dotoxina en plasma de humanos. Datos adicionales han
demostrado que el test es especifico para endotoxinas, -
no detecta toxinas por lo que no da falsos positivos. (17)

El lisado obtenido del amebocito Limulus poliphe
mus de el cangrejo hembra de forma de herradura ad -
quiere la forma del gel o gelatinoso después de la adi-
cidn de la endotoxina bacteriana.

En contraste a las bacterias Gram-negativas, los mi-

18

croorganismos viables Gram-positivos no causan gela-
cibn del lisado, ocasionalmente el peptidoglucano aisla
do de las paredes celulares de varios organismos Gram-
positivos pueden inducir la reaccidn, sin embargo, la ac
tividad del peptidoglucano es de 1, 000 a 400, 000 wveces
menor que la del lipopolisacdrido de Escherichia coli
(endotoxinal). Después de la exposicidn a la lisozima, el
peptidoglucano no produce una gelacidn méas larga del-
lisado del amebocito (21).

OTRAS APLICACIONES DEL METODO:

El equipo parenteral de los fluidos intravenosos -
puede contaminarse con bacterias Gram-negativos du -
rante su uso y resultar una situacidn amenazante para
la vida del paciente; el ensayo in vitro de Limulus pa-
ra la endotoxina fué usado en dos pacientes a quienes los
flufdos parenterales habian contaminado con Pseudomo-
na seruginosa (21, 6).

Este test permite también una ripida deteccidn de los -
flufdos intravenosos contaminados y demostrar endoto-

xemia en sueros, leche y agua.

conocido a la
apli

Este método es el mas susceptible
fecha para la deteccién de endotoxinas y puede ser
cado facilmente a la muestra de la solucidon parenteral.
Ambas endotoxinas asociadas con las paredes intactas
de las bacterias Gram-negativas viables y solubilizadas
de endotoxina ''libre' puede ser estudiada por el ensa
yo de Limulus que detecta la presencia de fluidos conta

minados. (6, 3, 20, 9, 17)
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CONCENTRACIONES:

44+4+ = Gelacibn sbdlida (Lo + reactivo)
++ = Gelacidn leve o incompleta (dudoso)
+ = Incremento de la opacidad o viscosidad (¢contamina

cidn).
(No reactivo) (21).

1

FACTORES QUE PUEDEN ALTERAR LA PRUEBA:

Altas concentraciones de Calcio, Penicilina semi-sint_é
tica, Tetraciclinas, Dexametasona, Trombina, Trombo
plastina, Polirriboinosimico, Polirribositidilico (Poli I)
(Poli C), Poli U), (Poli A), Ribonucleasa y el Clorofor
mo.

(Todas las anteriores pueden alterar el test de Limulus
y dar resultados reactivos) (4).

20

MA TERIALES Y METODOS

MA TERIALES:

Reactivos del test de Limulus; y 51 muestras san
guineas de pacientes pediétricos ingresados al Hospital
Roosevelt.

ME TODOLOGIA:

A) EI presente estudio estd constituido por 51 pacien-
tes consecutivos de recien ingreso con sospecha de
sepsis, a la sala de Cuidados Intensivos y otros ser
vicios del departamento de pediatria del Hospital
Roosevelt y que previo su ingreso no rec ibieron
ning@in tratamiento contraindicado para el estudio,
de lo contrario fueron descartados.

B) Se consideraron pacientes con sospecha de sepsis
aquellos que presentaron varias de las ‘siguientes
caracteristicas: Anorexia, poco aumento de peso,
letargo e inquietud, inestabilidad térmica (hipoter-
mia - hipertermia), dificultad respiratoria, hepato
megalia, esplenomegalia, palidez, cianosis e icte-
ricia, hemorragia con erupciones petequiales.

C) Se considerd paciente no septico a cualquier otro
caso que excluyb todos los signos anteriores.

D) Se realizaron las pruebas de laboratorio, para con

firmacidn o descartar el diagndstico de sepsis ta-
les como: Hemocultivo, Frote periférico, Hemogra

21




ma, Liquido cefalorraquideo, Coprocultivo, Urocul ' iNFORMACION TECNICA('"DIFCO') PARA LA INVESTI
tivo. GACION SE UTILIZA: (3)

E) Para procesar el test de Limulus se requirid de 4
ml. de suero de cada paciente; dichos pacientes
no necesariamente deberfan estar febriles.

EIG R G ) B

F) Los especimenes se obtuvieron al mismo tiempo
que se venipunciond al nifio por otros estudios que =
para su buen manejo le fueron indispensables.

¥*

G) La muestra de sangre solamente se obtuvo cuando
no existian otros exdmenes de mayor prioridad pa- %
ra el manejo clinico (limitado por la cantidad de san
gre a colectar). a
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vial de pirotest (endotoxina)

viales de pirotrol (control positivo) ng/ml

viales de pirotrol (control negativo)

Tubos de ensayo estériles con volumen de 15 a 20 ml.
para diluciones de endotoxina. '

Agua esterilizada para preparar diluciones adiciona-
les de endotoxina.

Tubos de ensayo apirbgenos de 10 x 75 mm para la -
prueba.

Pipetas estériles de 1.0 y 10.0 ml. para realizar el
pirotest, el pirotest positivo control, para preparar
las diluciones de endotoxina y llevarlas a cabo.

HCL 0.1 Ny NaOH 0.1 N, apirogenoso para que el
PH sea ajustado (en las muestras)

Un agitador tipo vortex

Un bafio de agua seroldgico a 37° C.

Parafilm

Horno de aire caliente con capacidad calorifica de
250° C. para apirogenar la cristalerfa. (3)

23




PROCEDIMIEN TO:

1. Se hizo asepsia en el punto de la venipuntura con -
una solucidn preparada a base de yodo y alcohol al
0.05%.

2. Se extrajo la sangre con una jeringa plastica esté- .
ril libre de pirbgenos, conteniendo heparina (75 U.
por ml. de sangre).

3. Se separd el plasma mediante centrifugacidn.
4., Las muestras se analizaron inmediatamente, o ca-
so de no poderlas procesar se almacenaron a 4°C. -

sin limite de tiempo. i

5. EIl plasma fué extraido con cloroformo por 1 hora
para retener la toxina.

TABLA 1

6. La emulsidon se centrifugd por 12 minutos a 1100 re |
voluciones por minuto y removido con pipeta de Pas ‘
teur el sobrenadante. '

7. Se utilizd una micropipeta para medir 0.075 milili '
tros de ésta mezcla a la cull se le afiadid 0.075 mi |
lilitros del lisado del amebocito e incub&ndolo a .
37°C. por 1 hora.

8. Luego éstos tubos de vidrio se guardaron a tempe- ‘
ratura del medio ambiente y se inspeccionaron.

9. La presencia de viscosidad y coagulacidon se inter-
pretd como la existencia de la endotoxina.

10. La floculacidn se considerd como resultado negati-
vo.

24

Resultado del
0.0625 nl/ml

test #| gel con la en

que se| dotoxina Dif-
co sen

pyro—

debe

afiadir
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

que se afia

de para la

prueba del
0.1
0.1
9 |
0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

test.

endotoxina

final
de endoto-

2.5
0.25
0.125
0.0625
0.032
0.016
@).

concentra=
cién
xind.
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Lisado de los amebocitos de Limulus

-

agua apiro—
gena para

9 ml.
6 ml,
5 ml.
5 ml.
5 ml.
5 ml.

ml.

ml.

volumen ml.
afiadir a la
columna 1.
6
5

o 4

Informacién técnica No. 761

b—
Difco Laboratorios.

-’

apirogena se o

Al reconstruir una
via de pyrotrol
positivo control -
con 4 ml. de agua

tiene.
5ml, 0.125 ng/ml.

1 ml, 25 ng/ml.

4 ml, 2.5 ng/ml.
5ml, 1.0 ng/ml.
5ml, 0.0625 ng/ml.
5ml, 0.032 ng/ml.
Agua apirdgena

5ml, 0.5 ng/ml.
5ml, 0.25 ng/ml.

25 ng/ml.

PARA LA ESTANDARIZACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD DEL PYROTEST, 50 TEST, Y PARA
DETERMINAR LA COMPATIBILIDAD DEL PYROTEST CON LAS MUESTRAS A PROBARSE.

Referencia

bos."

1
2
3
4
5
b
7
8
9
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Cuadro No. 2
Comparacidn de casos confirmados por ''Hemocultivo y
test de Limulus'' de pacientes evaluados con sospecha -

de sepsis en la sala de pediatria del Hospital Roosevelt.

Probabilidad del Hemocultivo en pacientes

con septicemia clinica

No. de pacientes Total de casos
Edad con septicemia Hemocultivo
clinica positivos
0 - 6m 42 5
6m 1d - 12m 6 1
12m1d-19m 3 1
Total 51 7
Fuente: Boleta de recoleccibdn de datos Guatemala Fe-
brero a Mayo 1984,
30
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Cuadro No. 3

""Coprocultivo y
sospecha

Comparacidén de casos confirmados por
test de Limulus'' de pacientes evaluados con
de sepsis en la sala de pediatria del Hospital Roosevelt.

Probabilidad del Coprocultivo en
pacientes con septicemia clinica

No. de pacientes Total de casos
Edad con septicemia coprocultivo
clinica positivos
0 - 6m 42 3
bm1ld - 12m 6 : 2
12m 1d - 19m 3 0
Total 5} 5
Fuente: Boleta de recoleccibén de datos Guatemala Fe-
brero 84 a Mayo 1984.
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Cuadro No. 4

Comparacion de casos confirmados por
lorraquideo y test de Limulus"
con sospecha de sepsis en la sala de pediatria del Hospi

tal Roosevelt.

de pacientes

Probabilidad del Liquido cefalorraquideo

en pacientes con septicemia clinica

"Liquido cefa-
evaluados

No. de pacientes

Total de casos

Cuadro No. 5

Comparacidn de casos apoyados por
y test de Limulus' de pacientes evaluados con sospecha
de sepsis en la sala de pediatrfa del Hospital Roosevelt.

"Frote

Probabilidad del Frote periférico en

pacientes con septicemia clinica

No. de pacientes

Total de casos

Edad con septicemia L.CR. positivos
clinica
0 - btm 42 3
6bm 1d - 12m 6 1
12m 1d - 19m 3 0
Total 5 B

Edad con septicemia patoldgicos de
clinica F.P. v%
0. - 6m 42 28 (93.34 %)
bm1d - 12m 6 1 ( 3.33 %)
12m 1d - 19m 3 1 ( 3.33 %)
Total 51 30 ( 100 % )

Fuente: Boleta de recoleccidon de datos Guatemala

brero 84 a Mayo 1984.
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Fuente: Boleta de recoleccidon de datos Guatemala
brero 84 a Mayo 1984.
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Cuadro No. 6

Comparacidon de casos confirmados por

"Urocultivo y

test de Limulus' de pacientes evaluados con sospecha
de sepsis en la sala de pediatria del Hospital Roosevelt.

Probabilidad del Urocultivo en

pacientes con septicemia clinica

No. de pacientes Total de casos
Edad con septicemia Urocultivos
clinica patoldgicos
0 - 6m 42 9
6bm ld - 12m 6 1
12m 1 4 - 19m 3 3
Total 51 13

Fuente: Boleta de recoleccidn de datos
brero 84 a Mayo 1984,
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Cuadro No. 7

Comparacidén de casos apoyados por ''Hemograma y -
test de Limulus' de pacientes evaluados con sospecha -
de sepsis en la sala de padiatria del Hospital Roosevelt.

Probabilidad del Hemograma en
pacientes con septicemia clinica

No. de pacientes No. de casos de
Edad con septicemia Hemograma *
clinica patolbgicos y %
0 - 6m 42 28 (82.36 %)
6m 1d - 12m 6 2 ( 5.88 %)
12m 1d - 19m 3 4 (11.76 %)
Total 51 34 ( 100 %)

Fuente: Boleta de recoleccidn de datos Guatemala Fe-
brero 84 a Mayo 1984.

# Hemograma positivo los que tuvieron desvia-
cidn a la izquierda.
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Resultados de pruebas de laboratorios en pacientes con septicemia clinica

: TEIER:
= = 52
" s . o
gﬂ+ [aN] L — —
§ o f——1 =
o © o oo | ™ < <
o ez | o« R
il
0 m o
gg =z o~ — o 2
e
<t ™ o B
1 o ) o g
A 5 Al Al ] =
o~
¥ 8
< o — — =
Fxy = ~ o
+
o ‘
S g o — o <H
=
5
g o
:_lg Z e o~ o T}
o
(& e
—_—
=
% 1= .
Om e}
EO =z wn o~ — =
U >
g
o0 — =
~ o~ <t o
o » o . o
B B (23] o LN —
[o.8] —i
H :
< (e} — <t ™ -
E iy HfiFie | r 8l s
ﬁ o
Ty E I '_|. —
® vl 3 -l 8
o) , = £
E g| &
o Ne) ol
—

Fuente: Boleta de recoleccidn de datos Guatemala Febrero 84 a Mayo 1984,

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Fueron estudiados un total de 51 pacientes; mane
jados con impresidn clinica de sepsis, en los diferentes
servicios del departamento de pediatria del Hospital Roo
sevelt.

Siendo éstos comprendidos entre las edades de: 0
a 19 meses; de los cuales fueron: 32 pacientes mascu
linos; vy 19 femeninos. De acuerdo a los casos confir-
mados de sepsis la incidencia es mayor entre las eda-
des de 0 a 6 meses.
Los resultados del total de pacientes estudiados fueron
los siguientes: 37 pacientes con respuesta reactiva al
test de Limulus; y 14 no reactivos a endotoxinas.

A todos los pacientes estudiados se les efectuaron
los exdmenes de laboratorio siguientes: Hemograma -
completo, Frote periférico, Hemocultivo, Liquido ce-
falorraquideo, Coprocultivo y Urocultivo.

Es importante sefialar que casi todos los exame-
nes de laboratorios patolbgicos si concuerdan con el test
de Limulus reactivos a endotoxinas. Al analizar los he
mocultivos encontramos Gnicamente 7 positivos, confir
méndose el diagndstico de sepsis, siendo en su mayorfa
gérmenes Gram-negativos dentro de los que se aislaron:
Pseudomonas aeruginosa 3; Klebsiella pneumoniae 2; -
Enterobacter freundi 1; y Ginicamente un caso para Sta
Phyloccus aureus Siendo éste no reactivo al test de Li
mulus. Lo cull nos confirma que el test es {itil para la
deteccidn de endotoxinas de bacterias Gram-negativas -
solamente.
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Consideramos que la mayoria de pacientes con he
mocultivos negativos se debid posiblemente a la poca vi
rulencia del germen o bien factor técnicodel procesa
miento del hemocultivo, y para los casos del Liquido ce
falorraquideo, Urocultivo y Coprocultivo no necesaria-
mente tenfan que estar positivos ya que la mayoria de -
nifios por arriba del periodo neonatal localizan las infec
ciones sin que éstas se diseminen a diferentes tejidos.

Es importante resaltar que de los 37 test de Limu
lus reactivos la inmensa mayoria fueron detectados en
pacientes de 0 a 6 meses de edad (31 casos para un to-
tal del 83%), fendmeno que nos indica que entre mas pe
quefio es el paciente méas susceptible es infectarse espe
cialmente con germen Gram-negativos. As{ podemos -
ver también que a mayor edad hubo menor reactividad -

al test de Limulus.

De todas las pruebas de laboratorios efectuadas
como ayuda diagndstica a sepsis el que mostrd mayor
correlacidn con el test de Limulus fué el Frote periféri
co encontrandose un total de 30 casos con datos como -
granulacidn tdxica vacualizacidn de segmentados, Burr
Cells, y desviacidn a la izquierda.

Al analizar los cuadros 4, 5, y 6 que correspon-
den a Urocultivo, Coprocultivo, y Liquido cefalorraqui-
deo vemos que la mayor parte de casos positivos corresg
pondieron a los Urocultivos encontrdndose 9 positivos -
para un 26% del total; mientras que el Coprocultivo ¥y
el Liquido cefalorraquideo apenas un 6 y 7 % respectiva-
mente positivos, concluyéndose para éste estudio que el
foco de infeccidn primario més frecuente para septice-
mia fueron las vias urinarias.
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Es también importante sefialar que la positividad
de los ex&menes anteriormente descritos se encontrd en
nifios menores de 6 meses y que no hubo una relacibn di
recta entre éstos laboratorios. N
En los pacientes estudiados presentaron un hemograma
con desviacidn a la izquierda, 34 casos de los cuales 17
fueron reactivos al test de Limulus.

Resultados obtenidos:

Test de Limulus:......... 37 patoldgicos y 14 negativos

Hemocultivos: ...... +-... T patoldgicos y 44 negativos
Hemograma:............. 34 patoldgicos y 17 normales
Frote Periféricot......... 30 patoldgicos y 21 normales

Liquido cefalorraquideo: .. 4 patologicos y 47 normales
Urocultivos: ......... «... 13 patoldgicos y 38 negativos
Coprocultivos: ...uu.... .. 5 patolbgicos y 46 negativos

De los 51 pacientes que entraron al estudio fallecieron -
13 (25.4%) con diagndstico de sepsis.

Es de hacer notar que la mayor mortalidad, se encontrd
en pacientes con test de Limulus positivos con un 100%;
ki que nos confirmd que la endotoxemia es de peor pro-
nostico que en aquellos pacientes que solo tienen bacte-
remia. Es posible suponer que los 14 pacientes con test
de Limulus negativo Gnicamente presentaron bacteremia
t:ta.nsitoria (Que no pudimos demostrarla por el hemocul
tivo) y no endotoxemia, porque no todos los pacien tes
Co.n septicemia a Gram-negativos desarrollan endotoxe
mia. EIl testde Limulus no ocasiona falsos negativos ;a
que todos los pacientes con hemocultivos positivos a gér
Mmenes Gram-negativos mostraron reactividad al LAL,_
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CONCLUSIONES

Se confirmd mediante el test de Limulus un alto
{ndice de diagndsticos de pacientes con septicemia
en diferentes servicios de pediatria del Hospital

Roosevelt.

Este estudio demostrd que el método es réapido,
sensillo, prometedor, barato y confiable; obser-
véndose la caracteristica gelacidn en los casos -
con respuesta en un perfodo de 90 minutos.

Se considera que para laboratorio diagndstico el
test de Limulus, que se habfa propuesto con ante-
rioridad estadfsticamente tiene resultados signi-
ficativamente Gtiles, teniendo ventajas sobre los
cultivos. Siendo su finica desventaja la no identi-
ficacidn del germen.
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RECOMENDACIONES

Este método deberia utilizarse en todos aquellos
casos de pacientes que tienen sospecha de sepsis
especialmente en recién nacidos que en su gran
mayoria se debe a bacterias Gram-negativos.

Se recomienda que su uso sea como apoyo al crite
rio clinico de septicemia y de ésta manera poder
instaurar un tratamiento temprano y optimo a los
pequefios nifios que presentan septicemia.,

Comparado con otros medios diagndstico de m@és
costo que se usan en el Hospital Roosevelt, el test
de Limulus resulta ser mas accesible y por ende
debiera extenderse su empleo.
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RESUMEN

Fué realizada la investigacidn para detectar endo
toxinas en sangre de pacientes con sospecha de seps is
mediante el test de Limulus.

El estudio consistid en el examen de un total de 51
muestras sanguineas de pacientes pedidtricos pertene-
cientes al Hospital Roosevelt, ademéis se obtuvieron -
otras pruebas de ayuda diagndstica para ser compara-
das al test de Limulus.

Al ser procesadas las muestras sanguineas en bac
teriologia los resultados obtenidos fueron muy satisfac
torios para la prueba: 37 pacientes (72.5%) reactivos;
y 14 (27%) no reactivos para endotoxinas; pud iéndose
observar un indice alto de pacientes con diagndstico de
septicemia confirmado por éste método.

Estudio prospectivo realizado durante 3 meses con
secutivos de Febrero a Mayo de 1984.
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CRITERIO DE SEPSIS

(HOSPITAL ROOSEVELT)

* Parametros y puntaje: Puntos
1. Infeccidn materna reciente (diarrea, infec
cibn urinaria, I.R. 8., etec.:)-~=licndoeni 1 Pts.
Zin Fiebre materna.----------=---=-=----=--- 3 "
Bs Manipuleo (tactos vaginales, comadrona). 2 "
4. Ruptura prolongada de membranas (ma-
yor de 24 horas) 2
5l Liquido amnibtico fétido. -=-=--ne-oo-nn- 3 "
6. Parto de condiciones sépticas (calle, am
bulancia, etc.)-=-===--mmmmm oo 2 o
i Trabajo de parto prolongado (primigesta
méas de 24 horas, multipara méas de 12 ho
PAH )ms s s ns sEe B2 Sur SEoSFo NS SE o5e o8 ] ¥
8. Premadurez o bajo peso.---=--=--------- 2z "
9. Reanimacidn.---=----cccmmmcomomcoao- 2"
10. Meconio en traquea. --------e-=-mme=w= 2 M
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b). Conducta:
1. Observacidn.------=--=-=-=------—-c=n-—-=- 0. - -3 Pts
2. Observacidn y cultivo de (sangre y
LCR)-=-romcmcmmmmmmm oo mmmmmm —mmmae 4-86 "
3. Observacidn, cultivo y tratamiento. --- 7 - 1’ !
4. Los pardmetros deben correlacionarse
con la clinica, en especial cuando el
puntaje es bajo para el recién nacido
que luce enfermo.
54
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CRITERIOS DE SEPSIS

(HOSPITAL GENERAL 'SAN JUAN DE DIOS")

Recién nacidos:

L Ruptura prematura de membranas> de 24
de evolucion.

2. Infeccidn materna documentada.

3y Fiebre materna con amioitis.

4. Nacidos en casa sin historia documentada.
5 Diarrea.

6. Infeccidn en cualquier sistema.

T Leucopenia.

8. f Velocidad de sedimentacidn.

D Apnea.

10. Problemas neurolbgicos.

Menores de 2 meses:

- Diarrea
- Hipotermia

- Hipoglicemia

horas
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_ Infeccidn interna (pulmonar, urinario etc.)
_ Disminucidn de la succidn.

- Hipoactividad (se asocian factores y causas)

Hasta 3 afios de edad:

Que sean DPE
1. Factores de riesgo

A)  Déficit peso, Edad > 40%
B) Déficit peso, Talla ™ 35%

C) Leucopenia o Leucocitosis

D) Hipotensidn o fiebre

E) Taquicardia o bradicardia

F) Ictericia

G) Lesiones ulcerativas, externas en piel

H) Infeccidn en cualquier interna (asociar factores de
riesgo).
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SE PRESENTARA UNA LISTA DE PRECIOS COMPARA
TIVOS ENTRE EL TEST DE LIMULUS EN RELACION A
OTROS CULTIVOS A NIVEL DE TANTO LABORATORIO!
PRIVADOS COMO DE UNA INSTITUCION PUBLICA CO-
MO LO ES EL HOSPITAL ROOSEVELT.

COSTOS DE LABORATORIOS

Instituciones Privado plblico
Hemooul I o8 cie & ww s v a wm o w e e s Q.7.00 Q.3.85
Coprocultivo: «ceveivennecennnns 4.50 4,51
Urocultivo: +eceeasanssacsanens 4,50 3.85
Hemogramas «ooeeeoroecsesennss 5.00
Frote periféricos .occveeeeceeen 4,00
Liquido cefalorraquideo: ........ 7.00
Testde Limulus: ..iecsaacsanns 4,10
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