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DETERMINACION DE PROCALCITONINA (PCT) SERICA EN
PACIENTES CON SEPSIS DE ORIGEN QUIRURGICO

Introduccion.

Dado el elevado numero de pacientes que ingresan a la UCI (Unidad de
Cuidados Intensivos) con diagndéstico de sepsis y sobre todo la elevada
mortalidad asociada cercana al 50% es de suma importancia el desarrollar
estrategias diagndsticas tempranas para evitar la alta orbi-mortalidad. = Hasta
el momento, los estudios realizados respecto al uso de la procalcitonina (PCT)
tan solo se limitan a casos de pacientes con sepsis de origen no quirdrgico
(neumonia, pancreatitis, infecciones de vias urinarias, entre otras) o en
pacientes pediatricos; es por ello, que surge la interrogante que da origen al
presente estudio.

Objetivo.

Determinar si la procalcitonina sérica tiene una sensibilidad vy
especificidad adecuada para el diagnéstico de sepsis de origen quirdrgico en
pacientes adultos.

Material y Métodos.

Pacientes que ingresaron a la Unidad de Cuidados Intensivos del
Hospital General del Estado durante el periodo del mes de Marzo del 2006 a
Diciembre del 2006 con el diagnodstico de sepsis asociada a padecimiento

potencialmente quirdrgico.
Resultados.

Se obtuvo una sensibilidad y especificidad del 82% y 75%
respectivamente, lo cual nos orienta hacia considerar a este marcador
seroldgico de sepsis como un buen método de estudio inicial en pacientes con
sepsis de origen quirdrgico.

Conclusion.

La determinacion de procalcitonina sérica en el servicio de Urgencias y
UCI es un estudio apropiado para el abordaje diagnostico y decision
terapéutica, por lo cual debera evaluarse su utilidad en estudios posteriores

(sobre todo de tipo administrativo) para estandarizar su uso en este Hospital.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 DEFINICIONES

Previo a la conferencia de consenso de 1992, un problema habitual en la
practica clinica era la falta de precision a la hora de definir conceptos como:
bacteremia, septicemia, sepsis, sepsis grave, choque séptico. Es importante
clarificar estos términos para poder establecer un diagndstico precoz y, segun
el estadio evolutivo del sindrome, con ello definir las diferentes pautas de
tratamiento encaminadas a disminuir la morbilidad y mortalidad de esta
patologia.’

Bacteremia. Es la presencia de bacterias viables en la sangre; la
presencia de virus, hongos o parasitos recibe el nombre de viremia, fungemia y
parasitemia, respectivamente. Puede ser debida a la existencia de un foco
infeccioso en algun lugar del organismo, o bien, en otras ocasiones, diferentes
circunstancias pueden provocar un paso transitorio de microorganismos al
torrente circulatorio (extracciones dentarias, instrumentaciones realizadas con
fines diagndsticos o terapéuticos o, incluso, el simple cepillado de los dientes).?

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS). Es una reacciéon

inflamatoria generalizada que puede ser de causa infecciosa, pero que también
puede darse en otros procesos como: pancreatitis, isquemia, quemaduras,
hemorragias, enfermedades autoinmunes o politraumatismos. ElI SRIS se
manifiesta con dos o mas de los siguientes signos: a)Temperatura central
superior a 38 °C o inferior a 36 °C; b)Frecuencia cardiaca superior a 90
latidos/min.; c)Frecuencia respiratoria superior a 20 respiraciones/min. 6 Paco>
inferior a 32 mm de Hg; (sin embargo, otros autores comentan una frecuencia
respiratoria mayor de 24 por minuto),® y d)Recuento leucocitario con mas de 12
x 10%L o menos de 4 x 10%L, o férmula blanca con mas del 10% de formas
jovenes.?

Septicemia. Es un término ambiguo que se ha venido utilizando en el
pasado para designar la bacteriemia o la sepsis. Es por ello que en la

actualidad se recomienda eliminarlo.?



Sepsis. SRIS debido a una infeccién. Requiere la presencia de dos o
mas criterios de SRIS y deberse a infeccién o sospecha de la misma.?

Sepsis grave. Sepsis que cursa con alteracién de la perfusion organica y

uno o mas de los siguientes signos: acidosis lactica (superior a 2 mmol/L),
oliguria (inferior a 30 mL/h) o alteraciones mentales agudas (agitacion,

confusién, obnubilacién).?

Choque séptico. Es la sepsis que cursa con hipotension, a pesar de una
correcta expansion de volumen y con trastornos de la perfusion orgénica. Los
pacientes que reciben farmacos inotropicos o aminas presoras pueden no estar
hipotensos, pero contindan presentando alteraciones en la perfusion de algun
organo. La expresion "choque séptico refractario” se emplea para designar al
estado de choque que dura mas de 1 h y no responde a la restitucion de
liquidos o a las aminas vasoactivas, aunque no implica irreversibilidad.?

Sindrome de disfuncion multiorganica (Falla organica multiple). Afecciéon

de diferentes 6rganos en un paciente agudo grave, en el que la homeostasis
sblo puede mantenerse mediante intervencién médica. Se trata de un patron
de signos y sintomas progresivos, que conduce a la insuficiencia organica. La
respuesta clinica a una amplia variedad de agresiones graves que limita y
antagoniza el efecto inflamatorio recibe el nombre de sindrome de respuesta
antiinflamatoria compensatoria (CARS). Se caracteriza por una disminucion en
la capacidad de los monocitos de producir citocinas inflamatorias (TNF-a. o IL-
6) y reducciébn a menos del 30% de la expresion del antigeno leucocitario

humano HLA-DR en la superficie de los monocitos. 2

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A lo largo de los ultimos 40 afios, la prevalencia de muerte debida a
sepsis en los paises occidentales se ha multiplicado por diez. En la actualidad,
en EE.UU. se producen 400.000 casos de sepsis anuales, que ocasionan
alrededor de 200.000 casos con choque séptico y 100.000 muertes. En Europa
se registran entre 400.000-500.000 casos anuales, por lo que la incidencia de
bacteremias se sitia entre 5 y 30 episodios por cada 1.000 ingresos y la
mortalidad directamente relacionada se aproxima al 20% de los casos. En las

unidades de cuidados intensivos aproximadamente el 40% de los pacientes



desarrollaran sepsis con una mortalidad cercana al 50% frente al 16% de los
pacientes sin sepsis.

Durante las dos ultimas décadas, el aumento de las manipulaciones
instrumentales (genitourinarias, respiratorias, cateterismos), la administracion
de perfusiones endovenosas, las intervenciones quirdrgicas cada vez mas
agresivas  (protesis, injertos intravasculares, trasplantes), la mayor
supervivencia de los pacientes que padecen inmunosupresion por edad
avanzada, enfermedad de base o tratamiento, ha llevado a un aumento
progresivo de la incidencia de bacteremias, principalmente a expensas de las

de origen intrahospitalario.®

1.3 PATOGENIA Y FISIOPATOLOGIA

Los microorganismos alcanzan el sistema circulatorio generalmente a
partir de un foco infeccioso; sin embargo, en algunas ocasiones, pueden
proceder de la propia flora endbégena, sin infeccibn previa, o bien ser
inoculados directamente en el torrente sanguineo desde el exterior, a partir de
transfusiones sanguineas, soluciones intravenosas contaminadas, en adictos a
drogas por via parenteral, entre otros.

Existen varios factores que determinan o favorecen la aparicidn de
bacteriemia y sepsis como:
a) Caracteristicas propias del agente invasor: Algunos microorganismos, a
partir del foco de infeccién, dan lugar con facilidad a invasion sanguinea. Este
es el caso de Salmonella typhi que suele ocasionar infecciones locales sin
bacteriemia, Brucella spp y Neisseria meningitidis. La existencia de estructuras
bacterianas de naturaleza proteica o polisacarida que se encuentran fuera de la
membrana externa, los pili o fimbrias (Escherichia coli), asi como el acido
teicoico (Staphylococcus aureus) o lipoteicoico (Streptococcus pyogenes) y el
slime (Staphylococcus epidermidis) son muy importantes para la adherencia y
fijacion de los microorganismos a las superficies mucosas. La endotoxina o
lipopolisacérido de la membrana externa de los bacilos gramnegativos es un
importante inductor de la respuesta inflamatoria. El lipido A, que forma parte
de la region central de la membrana externa, es el responsable de las
alteraciones hemodindmicas, pirdgenas e inflamatorias asociadas a la actividad

endotOxica. Las exotoxinas TSST-1, enterotoxina B y enterotoxina C; de



Staphylococcus aureus pueden causar el llamado choque toxico, al igual que
algunas cepas de S. pyogenes productoras de exotoxina pirbgena Ay B.

b) Tamafo del in6culo bacteriano: El desarrollo del microorganismo en el foco
de infeccion facilita la llegada del mismo al torrente circulatorio en un nimero
suficientemente elevado como para sobrepasar las defensas del organismo y
producir el cuadro clinico propio de la sepsis.

c) Colecciones purulentas sin drenaje: Las cavidades con pus dejan de ser un
riesgo para la produccion de bacteriemia cuando son drenadas. Este es el
caso de las colecistitis, abscesos, osteomielitis 0 empiemas, entre otros.

d) Manipulacion de una zona séptica o instrumentacién intravascular: Retiro de
una sonda urinaria, catéteres intravenosos, protesis vasculares, marcapasos.

e) Alteraciones estructurales de los vasos sanguineos: Como las fistulas
arteriovenosas, la insuficiencia mitral, etc., favorecen la lesion del endotelio y el
deposito de fibrina y plaguetas. En estos casos, microorganismos poco
virulentos procedentes de bacteriemias asintomaticas se adhieren en las zonas
lesionadas dando lugar a un foco infeccioso intravascular capaz de producir
una sepsis.

f) Factores relativos al paciente que pueden predisponer a la bacteriemia: Los
pacientes ancianos, los que padecen cirrosis hepdatica, diabetes, neoplasias,
hemopatias graves, sida, los portadores de catéteres urinarios o
intravasculares, que estdn sometidos a ventilacion mecanica, tratamiento
inmunosupresor con corticoides o citostaticos o nutricion parenteral prolongada,
tienen un riesgo aumentado de padecer bacteriemia y choque séptico. En
algunos casos la puerta de entrada de la infeccion puede no ser identificable.
Esta circunstancia se observa en mas de un 25% de los casos de sepsis
nosocomial y con menor frecuencia en los casos de inicio comunitario. El paso
de bacterias o0 sustancias liberadas por ellas a través de la pared del tubo
digestivo anatébmicamente intacta (translocacion bacteriana) se cree que es la
causa de un nimero importante de sepsis de origen desconocido.*

El choque séptico, pese a estar producido por una gran variedad de
microorganismos, es bastante estereotipado, sugiriendo que son mas
importantes los mecanismos de respuesta del huésped que el tipo de agente
infeccioso. La activacion del sistema de proteinas de fase aguda contribuye a



la aparicion de los sintomas de la sepsis y el choque séptico, como fiebre,

hipotension y trastornos de la coagulacion. (Figura 1)*
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L
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¥
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3 — — Depresion
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Figura 1. Fisiopatologia del choque séptico.

La célula clave es el monocito/macrofago, capaz de reaccionar ante
moléculas como la endotoxina o lipopolisacarido (LPS), que activan en ella el
receptor de la endotoxina CD14. EI LPS se une a una proteina transportadora
denominada lipoprotein binding protein (LBP) y el complejo LBPLPS activa el
receptor CD14 del monocito, induciendo la sintesis de citocinas. La bactericidal

permeability-increasing protein (BPI) se une a la endotoxina bloqueandola,



evitando que el complejo BPILPS interaccione con el receptor CD14, inhibiendo
la reaccion inflamatoria.

En esta primera fase se liberan citocinas (glucoproteinas de bajo peso
molecular que actian como transmisoras de informacion) para estimular las
defensas del huésped. Entre las citocinas destacan el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina 1 beta (IL-1-B), que presentan efectos
sinérgicos (fiebre, taquicardia, taquipnea, mialgias, escalofrios, somnolencia).
Otras, como la IL-6 e IL-8, actuan de forma sinérgica con el TNF-a. 0 potencian
las respuestas celulares, como el interferon gamma (IFN-y) o el factor activador
de las plaquetas.

Ademas de esta respuesta inflamatoria a las sepsis, se inicia
simultaneamente una respuesta antiinflamatoria para limitar el efecto lesivo de
la sepsis en los distintos 6rganos de la economia. Las citocinas poseen un
mecanismo de retrocontrol con citocinas antiinflamatorias como la IL-4, IL-10,
IL-11 y IL-13, que atenuaran la reaccidén en cascada y disminuiran los niveles
de TNF-o e IL-1-B. También se elevan rapidamente los niveles de los
antagonistas de los receptores de la IL-1 (ARIL-1) que bloquean la accion de la
IL-1-B y los receptores solubles del TNF-o. que antagonizan el TNF circulante.
El receptor soluble CD14 actia también inhibiendo la respuesta inflamatoria.
Una respuesta antiinflamatoria excesiva puede llevar a un sindrome de
respuesta antiinflamatoria compensatoria (CARS) excesivo, con depresion de
la funcién monocitaria e inmunodepresion.

En una segunda fase, estos mediadores producen sus efectos a través
de la activacion de sistemas plasmaticos (coagulacién, fibrinolisis,
complemento y quininas), conjuntos de proteinas que se activan de forma
secuencial y que circulan por el torrente sanguineo en forma inactiva. La IL-1-8
genera fosfolipasas, las cuales, a su vez, producen liberacion de metabolitos
del acido araquidonico (tromboxano A2, prostaciclina, prostaglandina E2 vy
leucotrienos) a partir de los fosfolipidos de la membrana. Esto induce la
formacién de prostaglandinas, sobre todo PGE2, que actian sobre el centro
termorregulador hipotalamico. La IL-1-f y el TNF-a también actian sobre las
células musculares, induciendo la producciéon de PGE2, que acelera el

catabolismo proteico muscular e induce lesion muscular directa.



La consecuencia es una lesion endotelial generalizada con aumento de
la permeabilidad capilar, agregacion plaquetaria en la microcirculacion,
causando isquemia que puede evolucionar a dafio por reperfusién, activacion
de la coagulacion y deterioro de la via inhibitoria de la proteina C-proteina S y
vasodilatacion muy marcada.

El 6xido nitrico, liberado por las células endoteliales por efecto de la
oxido nitricosintetasa inducible, posee efectos citotdéxicos y vasodilatadores, en
principio Utiles para la defensa antimicrobiana. El 6xido nitrico es capaz de
lesionar las enzimas mitocondriales responsables de la cadena respiratoria en
los microorganismos, dificultando la utilizacibn de oxigeno. También tiene
efectos citoliticos sobre el huésped y puede causar lesion endotelial,
responsable del aumento de la permeabilidad capilar. El éxido nitrico es un
mediador fundamental en los cambios hemodindmicos del choque séptico:
hipotension arterial por vasodilatacion y funcion cardiaca alterada por el efecto
miocardiodepresor.

Tanto la sepsis, el choque séptico, como los mecanismos de isquemia-
reperfusion producen activacion de las células endoteliales, a través de la IL-8
y el PAF, haciendo que se expresen en el endotelio las moléculas de adhesion
que controlan las relaciones leucocito-endotelio. Entre ellas destacan las
integrinas (CD11 y CD18), la superfamilia de las adhesinas (ICAM1, ICAM2 e
ICAM3) y las selectinas (LECAM y ELAM). En una primera fase aparece la
marginacion leucocitaria con union débil al endotelio, seguida de la adherencia
firme, la diapédesis o paso a través de poros endoteliales y la migracion al foco
séptico. La adhesion y activacion de los leucocitos polimorfonucleares
producen un efecto inflamatorio marcado y determinan en parte la lesién tisular
en la sepsis.

La activacién de la coagulacion es muy precoz desde el inicio de la
sepsis, debido al TNF-a y la IL1-B, a través de la generacion de factor tisular
(via extrinseca) y en mucho menor grado de activacion del factor Xl (via
intrinseca). Esto conduce a la CID con trombosis intraluminal y consumo de
factores de la fase plasmatica y del anticoagulante fisiologico AT-IIl. La funciéon
alterada de las proteinas C y S, con poder anticoagulante, potencia los efectos
procoagulantes, a lo que se une el déficit de AT-IIl, empeorando la CID.

Paralelamente se produce una inhibicion de la fibrinolisis por inactivadores del



activador tipo 1 del plasminégeno (PAI-1), lo que favorece la persistencia de los
trombos intravasculares. %4

Todos estos mecanismos conducen a una lesién vascular generalizada
por alteracion endotelial, que es la alteracion fundamental en la sepsis grave y
el choque séptico.

En una fase avanzada puede aparecer una depresion miocérdica,
caracterizada primero por la incapacidad para mantener un gasto cardiaco
elevado. Posteriormente aumenta el volumen telediastolico y disminuye la
fraccion de eyeccion, aunque el volumen sistélico se mantiene gracias a la
dilatacion ventricular. El gasto cardiaco puede estar elevado, pero no lo
suficiente para mantener una perfusién adecuada en los tejidos, debido a la
excesiva vasodilatacion. A pesar de esta depresion miocardica, la hipotensién
profunda del choque séptico es debida fundamentalmente a la vasodilatacion,
incluso en fases muy avanzadas.

La evolucion del paciente dependera tanto del estimulo que ha
desencadenado la infeccion como de la respuesta del organismo a la infeccion.
Si predomina el efecto inflamatorio (SRIS) se progresa a la disfuncion organica
(SDMO), se mantiene el choque séptico o se camina a la apoptosis (muerte
celular programada). Si predomina el efecto antiinflamatorio (CARS) se
produce una inmunodepresion con anergia y aumento de sensibilidad a nuevas
infecciones. La homeostasis alterada en la sepsis grave se recupera mejor

cuando el SIRS y el CARS estan equilibrados.*

1.4 ETIOLOGIA

La incidencia de bacteremia por microorganismos grampositivos y
gramnegativos ha sufrido variaciones a lo largo de las ultimas décadas. En la
era preantibidtica existia un claro predominio de los cocos grampositivos. A
partir de los afios sesenta los bacilos gramnegativos se convirtieron en los
principales agentes causantes de bacteremia, estableciéndose una relacion de
3 a1 con respecto a los cocos grampositivos.®

A finales de los afios ochenta y principios de los noventa se produjo un
resurgimiento de las bacteremias por microorganismos grampositivos a

expensas principalmente de S. aureus y estafilococos coagulasa negativa. Ello



se ha atribuido al incremento de las maniobras terapéuticas que conllevan una
instrumentalizacion, como el uso de catéteres endovasculares, a las
enfermedades asociadas a la adiccion a drogas por via parenteral (ADVP)
como la endocarditis comunitaria, al sida y a la masiva utilizacién de
antibioticos de amplio espectro activos frente a microorganismos
gramnegativos.  Aproximadamente dos tercios de los casos de fallo
multiorganico estan relacionados con infecciones por microorganismos
gramnegativos, ya que de un 15 a un 40% de las bacteremias causadas por
éstos se complican con choque séptico. Las bacterias gramnegativas
involucradas con mas frecuencia en este sindrome son el meningococo, las
enterobacterias (Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Serratia
spp, Proteus spp, etc.) y Pseudomonas spp; sin embargo, también pueden ser
causa de choque séptico microorganismos grampositivos como: neumococo,
estreptococos, Staphylococcus aureus o Clostridium perfringens vy, rara vez,
micobacterias, rickettsias, hongos y virus.!

A finales de la década de los ochenta y coincidiendo con el incremento
de las bacteremias por grampositivos, se ha venido produciendo un aumento
de la incidencia de las producidas por Enterococcus spp. Este hecho se
relaciona con el uso creciente de ciertos antibiéticos de amplio espectro, como
las cefalosporinas de tercera generacion, frente a los cuales este
microorganismo es resistente. La bacteremia por Enterococcus spp,
principalmente E. faecalis, se produce con mas frecuencia a partir de
infecciones del tracto urinario en pacientes sondados o0 sometidos a
instrumentaciones, que han recibido antibioticoterapia previa o que presentan
alteraciones estructurales de las vias urinarias. La incidencia de bacteremia
por S. pneumoniae es mas elevada en nifios de edad inferior a 2 afios y en
adultos de mas de 60 afios. En los nifios, con el uso generalizado de la vacuna
frente al H. influenzae tipo b, S. pneumoniae esta adquiriendo preponderancia
como la segunda causa de meningitis después del meningococo. La infeccién
por Salmonella no typhi, que generalmente suele presentarse como una diarrea
acuosa, también puede ser causa de bacteremia en lactantes, ancianos o
pacientes con alteracion de la inmunidad celular (neoplasias, trasplantados
renales, sida, entre otros). Brucella spp fue hace afios una causa importante

de bacteremia; sin embargo, el control sanitario de las fuentes de contagio



(ganado ovino, caprino) ha provocado un descenso de los aislamientos de esta
bacteria. P. aeruginosa es generalmente un microorganismo oportunista
nosocomial; la mayoria de infecciones se asocian a una disminucién de las
defensas del huésped debidas a la rotura de la integridad de la piel o0 mucosas,
al uso de catéteres endovenosos, sondas urinarias o tubos endotragueales, a
la dialisis peritoneal ambulatoria cronica, diabetes mellitus o a una disfuncién
de los mecanismos inmunes especificos como la neutropenia,
hipogammaglobulinemia, el déficit de complemento, la inmunodepresion
latrogena o a la infeccion por el HIV. Estos factores han provocado un
aumento progresivo de las bacteremias por este microorganismo en los ultimos
anos.

La fungemia es una infecciébn grave que afecta principalmente a
pacientes inmunodeprimidos o sometidos a cirugia abdominal. En la actualidad
se esta observando un aumento de su incidencia, basicamente a expensas de
los miembros del género Candida, debido al incremento de los factores de
riesgo como: neutropenia intensa y prolongada, catéteres endovenosos,
administracion de antibiéticos de amplio espectro, glucocorticoides, citostaticos
o nutricion parenteral. El uso profilactico de antifungicos de la familia de los
azoles (fluconazol) ha propiciado un incremento en la frecuencia de aislamiento
de algunas especies como C. glabrata y C. krusei, con sensibilidad disminuida
a estos antifingicos.>

De forma paralela al aumento de las fungemias se ha podido constatar
una disminucion de las bacteriemias por microorganismos anaerobios. A
principios de los ochenta el porcentaje de bacteremias por anaerobios se
encontraba alrededor del 10%, mientras que en la década de los noventa es
del 2%. Esta disminucion tan importante puede atribuirse al uso de antibioticos
anaerobicidas, la generalizacion de la profilaxis quirdrgica y al tratamiento
precoz de las infecciones por estos microorganismos.

En algunos hospitales una causa importante de morbilidad y mortalidad
son las miniendemias producidas por microorganismos multirresistentes, como
S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), Acinetobacter spp y Enterococcus

faecium resistente a la vancomicina y a la ampicilina.’

1.5 CUADRO CLINICO



Existe un continuum de gravedad creciente desde la infeccion, a través
de la bacteremia y la sepsis, hasta el sindrome de alteracion multiorganica y el
choque séptico. La clinica de la sepsis aguda grave es similar a la que se
produce al inyectar TNF en voluntarios: fiebre, escalofrios, taquicardia,
taquipnea, mialgias, cefalea y confusion. Tras la inyeccion de una toxina
bacteriana se observa un rapido ascenso en el TNF circulante, que alcanza un
pico a los 90 min. y se elimina de la circulacién antes de las 3 h.

La fiebre es frecuente pero no constante, y el 10% de los pacientes con
sepsis presentan hipotermia, en particular recién nacidos, ancianos, alcohalicos
y urémicos. ElI 20% de las sepsis por bacilos gramnegativos cursan con
hipotermia, por lo que una temperatura rectal inferior a 36,5 °C puede ser un
indicador de sepsis. Las mialgias que acompafan los cuadros febriles
infecciosos se deben a un aumento del tono muscular a través de los nervios
somaticos y a lesion directa muscular. Son frecuentes en el tercio proximal de
los muslos.

En la piel pueden observarse lesiones de hipoperfusion, como lividez, y
de diatesis hemorragica, como petequias y equimosis. La purpura fulminante
constituye un cuadro grave de choque séptico y CID, en la que existe necrosis
hemorragica extensa de partes acras, que lleva a la gangrena y la amputacion
espontdnea. Suele estar causada por N. meningitidis, pero se ha descrito
también la posibilidad de estar causada por otros bacilos gramnegativos o por
S. aureus. En la piel pueden, asimismo, aparecer lesiones necrosantes
rodeadas de inflamaciébn debidas a émbolos sépticos, como el ectima
gangrenoso debido a P. aeruginosa. Todos estos trastornos conducen a una
insuficiente utilizacién de oxigeno en los tejidos y a la produccién de lactatos,
con acidosis lactica grave y deterioro progresivo de todos los érganos.

La taquipnea, caracteristica de la primera fase de la bacteremia, produce
una alcalosis respiratoria, que si persiste la sepsis puede evolucionar a acidosis
metabolica, la hipoxemia que suele ser moderada al inicio y puede agravarse
rapidamente si aparece un pulmén de choque o sindrome del distrés
respiratorio del adulto. Las alteraciones mentales por hipoperfusion cerebral
suelen manifestarse por signos de encefalopatia, con agitacion, confusion y

obnubilacién progresivas.*



1.6 DIAGNOSTICO Y DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El diagndstico de la bacteremia, SRIS, sepsis, sepsis grave y choque
séptico debe basarse en los sintomas y signos clinicos, en conjunto con los
datos de laboratorio (bioquimicos, hematoldgicos y microbiolégicos).

Habitualmente se comprueba leucopenia con desviacion a la izquierda y
eosinopenia y, tras pocas horas, leucocitosis con neutrofilia y desviacion a la
izquierda. La neutrofilia >10,000 suele ser signo de bacteremia. La existencia
de vacuolas intracitoplasmaticas, granulaciones toxicas y cuerpos de Ddéhle en
los neutrofilos también suele ser signo de bacteremia. Aparecen hiperglucemia
(hormonas diabetégenas) y raramente hipoglucemia. EI TNF hace que
disminuya la sintesis hepatica de albumina, que desciende rapidamente a
medida que progresa la sepsis. El colesterol sérico desciende marcadamente.

Las alteraciones en la coagulacion acostumbran a ser precoces y
preceden en ocasiones al choque séptico, con trombocitopenia e
hiperfibrinogenemia. = R&pidamente el consumo de factores de la fase
plasmatica evoluciona a la CID franca, con trombocitopenia grave, descenso
del fibrinégeno y aparicion de D-dimeros.

Otras proteinas de fase aguda que acompafan a la sepsis grave son la
proteina C reactiva (PCR) y la procalcitonina (PCT), correlacionandose muy
bien sus valores con la gravedad del proceso séptico. La procalcitonina,
proteina precursora de la calcitonina, se eleva en las sepsis bacterianas
generalizadas y muy marcadamente en la sepsis grave y el choque séptico,
siendo un marcador de ayuda diagndstica, indicador de gravedad y prondstico.
Los valores de IL-6 se correlacionan con el prondstico, disponiéndose de un
test rapido en la cabecera del paciente.”

El diagnostico microbiolégico se basa en la visualizacion del
microorganismo causal mediante tinciones a partir de muestras procedentes
del foco de infeccién, en su aislamiento a partir de muestras de sangre
(hemocultivos) y en la deteccion de sus productos antigénicos.

En los ultimos afios se han desarrollado sistemas automaticos de
hemocultivo basados en la deteccién de la produccion de CO, como resultado
del metabolismo microbiano. Esto ha permitido aumentar la sensibilidad y
rapidez en el diagndstico de las bacteremias.



Diversos estudios han demostrado que la posibilidad de detectar un
episodio bacterémico esta directamente relacionado con el volumen de sangre
cultivado, por lo que en adultos se recomienda la extraccion de dos muestras
de sangre (20-30 mL) obtenidas en un intervalo variable, segun la urgencia de
la situacion clinica, antes de iniciar el tratamiento antibiotico. En los nifios, el
volumen de sangre que se puede obtener es menor que en los adultos; sin
embargo, la concentracion de microorganismos suele ser muy superior, por lo
que volumenes de 1-5 mL son suficientes para el diagnéstico de la bacteremia
en este grupo de poblacion.

Actualmente el 30% de los pacientes que desarrollaran sepsis y choque
séptico estan recibiendo algin tipo de tratamiento antibidtico (profilactico,
empirico con cobertura parcial o a dosis insuficientes), lo que dificulta el
diagnéstico microbiolégico. Este hecho ha propiciado la aparicion de los
frascos para hemocultivos que contienen resinas, cuya funcion es la de
bloquear e inactivar las sustancias inhibidoras del crecimiento microbiano
presentes en la sangre del paciente (antibiéticos, citostaticos, complemento,
lisozima). Este tipo de hemocultivos han demostrado ser muy eficaces
principalmente para el diagnostico de las bacteriemias por S. aureus y
estafilococos coagulasa negativa. La deteccion en orina del antigeno de
Legionella spp mediante radioinmunoanalisis y del polisacarido capsular de S.
pneumoniae por contrainmunoelectroforesis son realmente utiles en el
diagnéstico de la sepsis por estos microorganismos.

Un cuadro clinico similar al de bacteriemia (fiebre, temblor, mialgias)
puede estar producido por otras situaciones en las que se libera TNF-a,, como
lisis tumorales espontaneas o por quimioterapia, rabdomiolisis aguda, lesiones
del SNC (trauméticas o accidentes vasculares) o cuadros de hipertonia
muscular con fiebre y obnubilacion (hipertermia maligna, sindrome neuroléptico
maligno y catatonia letal). El hemocultivo permite salir de dudas en algunos
casos, pero el diagndstico es clinico.™>

El SIRS es un proceso frecuente (cerca del 90% de los pacientes
ingresados en una UCI lo presentan) y existen multiples causas no infecciosas
que pueden producirlo (pancreatitis grave, grandes quemados,
politraumatismos, sistémicas graves con vasculitis, sindrome antifosfolipido).

Se deben descartar el choque hipovolémico y el cardiogénico. Mediante un



catéter venoso central es posible determinar las presiones de llenado del
ventriculo derecho (presion venosa central). Si es baja se sospechara un
choque hipovolémico, hemorragia oculta o una hipovolemia asociada a sepsis.
Si es alta, un fallo cardiaco, taponamiento cardiaco, tromboembolismo
pulmonar o neumotérax a tension. En caso de duda sera necesario colocar un
catéter en la arteria pulmonar para medir la presion capilar pulmonar, el gasto
cardiaco y las resistencias periféricas. La hipotensién arterial, con taquicardia,
descenso muy marcado de las resistencias vasculares periféricas y aumento
del gasto cardiaco, sugiere choque distributivo, y entre éstos esta el séptico.
Otras causas de choque distributivo (neurogénico, traumatico, anafilactico, por
farmacos vasodilatadores) pueden simular un choque séptico. Entre los
estados de choque con resistencias periféricas bajas, ademas del séptico, se
encuentran el choque neurogénico (anestesia epidural o intradural, accidentes
vasculares cerebrales o lesiones craneales graves, intoxicaciones graves) y el
anafilactico (antecedente de alergeno y fenomenos de hipersensibilidad
acompafiante, como edema laringeo, 0 broncoespasmo). Un cuadro
hemodindmico parecido al del choque séptico se puede observar en el beriberi
(déficit de tiamina), tirotoxicosis, fistulas arteriovenosas de alto gasto, Paget,
sindrome carcinoide y en la cirrosis.

La insuficiencia suprarrenal aguda (crisis addisoniana) puede producir
un cuadro similar al choque séptico. Ante una hipotension refractaria se
pensara en ello, sobre todo si hay bacteriemia por N. meningitidis, uso previo
de glucocorticoides, tuberculosis diseminada, SIDA o enfermedad autoinmune

que pueden haber causado una necrosis de la glandula adrenal.®°

1.7 PRONOSTICO

La mortalidad aumenta a medida que progresa la sepsis. En las
bacteremias no complicadas es inferior al 5%, en las sepsis del 15-20% y en
las sepsis graves del 25-30%. La mortalidad del choque séptico es del 50-60%
y asciende al 75% en los estados de choque refractarios. En el sindrome de
falla organica mdltiple la mortalidad es del 60-80%. Si hay criterios de
sindrome de disfunciéon multiorganica, la mortalidad es de alrededor del 50% si
fallan dos 6rganos y del 85% si fallan tres 6rganos. La utilizacién de indices de

valoracion de gravedad, que cuantifican las alteraciones clinicas y bioquimicas,



como el APACHE-II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), puede
ayudar a determinar la gravedad y el prondstico de estos pacientes. Dado que
una vez instaurado el estado de choque es dificil reducir la mortalidad, los

esfuerzos deben dirigirse a interrumpir la evolucion de la sepsis cuanto antes.*

1.8 TRATAMIENTO

El objetivo final del tratamiento etioldgico debe ser la eliminacion de los
microorganismos responsables del cuadro clinico; por tanto, se basard en la
administracion de antibioticos y en la actuacion médica o quirdrgica sobre el
foco de sepsis. En algunos casos la existencia de colecciones purulentas o
abscesos no drenados puede causar bacteremias persistentes. La liberaciéon
de una obstruccion, especialmente en los tractos urinario o biliar, contribuye en
gran medida a resolver la infeccion. El material protésico intravascular
colonizado pueden ser causa de bacteremia continua. En la mayoria de
ocasiones Unicamente su retirada permite la resolucién del cuadro clinico.

Cuando todavia no se dispone de informacién sobre el microorganismo
causal y su sensibilidad a los antimicrobianos, la antibioticoterapia inicial debe
ser empirica. En su eleccion deberan considerarse una serie de factores como:
el tipo de microorganismos que pueden ser la causa de la infeccién segun el
origen de la sepsis, la concentracion que alcanza el antibiotico en ese foco, el
porcentaje de resistencias intra o0 extrahospitalarias de los microorganismos
posiblemente implicados o el estado inmunitario del paciente. Debido a la
gravedad de la situacion clinica los antibiéticos deben alcanzar
concentraciones maximas en sangre lo mas precozmente posible, por lo que
deben administrarse agentes bactericidas, a dosis altas, por via intravenosa vy,
siempre gque sea posible, combinaciones sinérgicas. La eficacia del tratamiento
antimicrobiano de la sepsis se relaciona directamente con la precocidad de su
instauracion y con su actividad sobre el/los microorganismo/s causales. Sin
embargo, una vez instaurado el choque séptico, los antibiéticos apenas
mejoran el cuadro toxico durante las primeras 24 h, debido a la liberacion
masiva de mediadores. En pacientes graves la administracion de antibioticos
bactericidas puede desencadenar una lisis bacteriana y una reaccion del tipo
Jarisch-Herxheimer, caracterizada por escalofrios, taquipnea, fiebre, dolor de

cabeza, mialgias y vasodilatacion periférica.



Los regimenes antibiéticos empiricos deben ser modificados de forma
apropiada una vez se conocen los resultados de la sensibilidad del/los
microorganimo/s implicados.

Los grandes progresos en el tratamiento etiolégico de las sepsis no se
han acompafado de avances paralelos en el tratamiento fisiopatologico, que
ayudaria a frenar la respuesta inflamatoria sistémica a la infeccién. Los
esteroides inhiben la sintesis de citocinas por los monocitos, y administrados
en animales simultaneamente con el microorganismo los protegen contra el
choque séptico, y se emplearon como la primera opcion.

Los anticuerpos contra la endotoxina tanto policlonales (de donantes
humanos inmunizados), como monoclonales (ingenieria genética), humanos o
murinos, no han sido eficaces e incluso pueden aumentar la mortalidad en
sepsis por grampositivos. Los antagonistas del 6xido nitrico pueden mejorar la
situacion de hipotension a costa de efectos secundarios tanto o mas graves.

Posteriormente se han intentado encontrar farmacos antiinflamatorios no
esteroideos efectivos en esta situacion clinica. Entre ellos: el antagonista de
los receptores de la IL-1 (IL-1ra), antibradiquininas (CP0127), anti-PAF (BN
52021), anti-TNF, receptor soluble del TNF (P80 y P55), antiprostaglandinas
(ibuprofeno).

Uno de los aspectos mas importantes del tratamiento de estos pacientes
reside en la expansion de volumen y la administracion de farmacos vasoactivos
e inotropicos. La disminucion de la volemia es constante en esta situacion,
debido al aumento de la permeabilidad capilar (edema), secuestro de liquido en
las zonas inflamadas (tercer espacio), edema celular (lesion intracelular) y
aumento de la capacitancia arterial y venosa (vasodilatacion y disminucién de
la volemia efectiva). El aporte de liquidos es importante para conseguir un
gasto cardiaco elevado, necesario dada la vasodilatacion intensa de estos
pacientes y su estado hiperdinamico. Muchos pacientes precisan entre 4-6 L
de cristaloides. La acidosis debida a glucolisis anaerobia y formacion de acido
lactico es frecuente y se corregira con bicarbonato sodico intravenoso si es
grave, evitando la alcalosis que produciria una dificultad de entrega de oxigeno
a los tejidos.

Se considera que la presion arterial sistolica debe ser superior a 90 mm

Hg y la diuresis mayor de 0,5 mL/kg/h. Para ello la PVC se debe mantener



entre 8-12 cm H,O y la presion capilar pulmonar (PCP) entre 10-15 mm Hg. Por
debajo de estas cifras puede existir hipovolemia, y por encima de ellas la
sobrecarga de fluidos podria provocar un edema pulmonar. La funcién
cardiaca es 6ptima con una presién capilar pulmonar de 18 mm Hg, pero se
recomienda no pasar de 15. Una reposicion precoz y decidida, pero con
precaucion, no se asocia a una mayor frecuencia de sindrome de distrés
respiratorio del adulto, mientras que una reposicién de liquidos tardia puede
abocar al choque refractario. La velocidad de infusién oscilard entre 250-500
mL cada 15 min., con control de las presiones de llenado (PVC y PCP).

Los liquidos administrados pueden ser coloides o cristaloides, sin que se
hayan demostrado ventajas con alguno de ellos. En casos de hipoalbuminemia
inferior a 2 g/dL, la administracion excesiva de cristaloides puede favorecer un
descenso de presidbn oncética y la aparicion de edema, por lo que se
administrara seroalbumina. EIl suero de Ringer lactato esta desaconsejado, ya
gue en estos casos la metabolizacion hepatica del lactato a bicarbonato esta
enlentecida y puede agravar la acidosis lactica. Los concentrados de hematies
sélo se emplean cuando el transporte de oxigeno pueda estar limitado por un
hematocrito bajo o en casos de hipovolemia por anemia aguda. Se mantendra
también un gasto cardiaco elevado y una presién de oxigeno arterial normal.
Se aconseja un hematdécrito por encima del 30%, para mantener un aporte
adecuado de oxigeno a los tejidos. La acidosis grave hace que las aminas no
actuen, por lo que se empleara bicarbonato sodico si el pH es inferior a 7.10.

Una vez corregido el déficit de volumen y la acidosis, si ho ha mejorado
la situacion hemodindmica (presion arterial sistolica inferior a 90 mm Hg y
oliguria) se instaurara soporte con farmacos vasoactivos. Hay que recordar
que con TA sistolica inferior a 80 mm Hg es dificil que el rindon mantenga el
fitrado glomerular. Los diuréticos, por otra parte, pueden agravar la
hipovolemia relativa de estos pacientes. La noradrenalina, es la de eleccién
en el choque séptico, ya que aumenta las resistencias vasculares sistémicas y
la presion arterial. En algunos casos se pueden precisar dosis altas de
noradrenalina, aunque con control hemodinamico estricto, alcanzando en
ocasiones dosis de hasta 5 ug/kg/min. En los casos con depresion miocardica

puede ser (til la dobutamina o la dopexamina.® 2



1.9 BIOSINTESIS DE PROCALCITONINA

La procalcitonina (PCT) es un polipéptido precursor de la calcitonina,
cuya sintesis esta regulada por la familia de genes CALC (existen 4 genes de
esta familia, denominados CALC-I, II, Ill, IV), los cuales se encuentran en el
cromosoma 11.

La PCT se deriva a su vez de la prePCT que contiene 141 residuos de
aminoacidos y un peso molecular de 15,466 Da, la informacion genética de
estas moléculas se encuentran especificamente en el gen CALC-I, en la sefial
inicial (sefal peptidica) se escinden 25 residuos de aminoacidos de la prePCT
en el residuo metionina, quedando una molécula de 116 residuos llamada PCT,
la cual a su vez, contiene una estructura peptidico de 57 aminoacidos
denominada nPCT junto con la molécula de calcitonina de 33 aminoé&cidos y
una porcién final compuesta por 21 aminoacidos denominada CCP-I o CCP-lI,
también denominadas katacalcinas (estas ultimas moléculas sin actividad
biolégica documentada hasta el momento). En la siguiente figura (Figura 2) se
esquematiza la secuencia de eventos realizada para la sintesis de PCT, CT,
nPCT y CCP-1.°
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Figura 2. Signal sequence=Sefial peptidica, nProCT=nProcalcitonina, CT=Calcitonina, CCP-I
o ll=Katacalcinas, EP=Endopeptidasa, CP=Prohormona convertasa®

Este polipéptido se ve incrementado en su sintesis en procesos
infecciosos o inflamatorios; ademas, dicho incremento se correlaciona con la
gravedad de la enfermedad y eventualmente con el pronéstico de la misma.’

En situaciones normales la calcitonina (CT) se sintetiza en las células T
de la tiroides, en ausencia de infeccion el gen CACL-l se encuentra suprimido
en el resto de tejidos extratiroideos. Sin embargo, ante la presencia de un
proceso infeccioso se encuentra incrementada la expresion del gen de
transcripcion mRNA de CT, lo cual a su vez ocurre de una forma constante y
principalmente en tejidos no hematolégicos como el higado, pulmén, rifién,
adipocitos y musculo. La sintesis de dicha citoquina inflamatoria (PCT) se ve
estimulada por productos bacterianos como las endotoxinas y se suprime ante
la presencia de interferén-y (INT- y), esta Ultima citoquina se ve incrementada
en procesos infecciosos de tipo viral; ademas existen citoquinas, producidas
por el huésped, que incrementan la sobreproduccion de PCT como el factor de
necrosis tumoral-a (FNT-a), las interleucina-1 y 6 (IL-1 y 6), tal como se

ejemplifica en la figura 3.”8

~

Infeccion -
Bacteriana Tejido
(Endotoxina) Extratiroideo T

IL-1 . .y
ENT-a Estimulacién CT-mRNA

INT-y /
1

Ap. de Golgi

Infeccién
Viral

/ Respuesta inflamatoria del huésped \

Figura 3. Biosintesis de procalcitonina (PCT). CT-mRNA=gen CALC-l| para calcitonina, IL-
1=Interleucina 1, FNT-a=factor de necrosis tumoral alfa, INT-y=interferén-y.”



1.10 METODOS DE DETERMINACION DE PROCALCITONINA SERICA

En la actualidad existen varias formas de determinar el nivel sérico de
procalcitonina. La determinacién sérica puede ser de forma cuantitativa o
semicuantitativa, teniendo en cuenta que la segunda forma provee de menor
tiempo para obtener resultado y se puede realizar a la cama del paciente
mediante luminometria, lo cual a su vez es una desventaja frente a los métodos
cuantitativos que realizan el estudio mediante luminometria o uso de
anticuerpos anti-PCT que tiene una mayor sensibilidad. Otra ventaja de los
meétodos cuantitativos es la determinacion sérica exacta, lo que nos provee de
informacion prondstica respecto a la gravedad del proceso infeccioso en los

pacientes.’

1.11 NIVELES SERICOS DE PROCALCITONINA E IMPLICACIONES
DIAGNOSTICO-TERAPEUTICAS
La determinacién del nivel sérico de procalcitonina ademas de proveer
informacion prondstica, nos orienta hacia el plan terapéutico a realizar, tal como
se muestra en la tabla siguiente (Tabla 1). Un nivel sérico mayor a 10 ng/ml

nos traduce sepsis severa, lo que implica alto riesgo de morbi-mortalidad.> " °

Tabla 1. Niveles séricos de procalcitonina (PCT) y su correlacion clinica®

Valores normales <0.05ng/ml Paciente sano, sin proceso
inflamatorio sistémico

PCT <0.5 ng/ml Respuesta inflamatoria leve,
probablemente local

PCT <2.0 ng/ml Respuesta inflamatoria sistémica de

forma moderada. Diagnéstico de
sepsis. Requiere nueva determinacion
en las proximas horas

PCT 2.0-10.0 ng/ml Alto riesgo de falla organica mudltiple.
En caso de persistir nivel sérico entre
estos resultados, habra de
considerarse cambio de manejo
antibiotico

PCT >10 ng/ml Sepsis grave, gran riesgo de resultado
letal

1.12 UTILIDAD CLINICA DE LA DETERMINACION DE PROCALCITONINA
La causa mas frecuente de infeccidén sistémica a nivel mundial son las

infecciones respiratorias, las cuales a pesar de tener una etiologia viral en un



importante porcentaje de los casos, reciben antibidtico de una forma
indiscriminada. El uso de antibidticos de forma irracional contribuye a la
resistencia antimicrobiana de las bacterias, por lo que es imprescindible el
limitar este acto.” **

Una situacion importante que limita el diagnéstico etioldgico de tipo
bacteriano en las infecciones respiratorias, es la alta frecuencia con la que
empiezan dichos procesos con infecciones virales y eventualmente tras un
abordaje diagndéstico apropiado existe traslape de datos clinicos compatibles
con ambas posibilidades etioldgicas, dando como resultado la decision del uso
de antibidtico finalmente.

Esta es la principal justificacion del desarrollo de multiples métodos
diagnosticos con fines de orientar hacia la posibilidad de etiologia bacteriana,
siendo el més actual la determinacion del nivel sérico de procalcitonina. Por
ello, se han planteado multiples algoritmos que nos orientan hacia la decision

terapéutica mas apropiada, tal como se muestra a continuacion en la figura 4.”
8,10



Diagnostico de infeccion
bacteriana con PCT

Fiebre, leucocitosis,
hipotension, etc.

11 en ausancia de cawsas no
infeccicess inductoras de
PCT (vease pagina 11
"Cuando los niveles altos de
PCT no puedan ser relacio-
nados con una infeccion”)

Sospecha de infeccion
bacteriana, sepsis grave
o shock septico1’

Medicion
de PCT

< 0,5 ng/ml 20,5 pero < 2* ng/ml 22" ng/mi
Re-medi-
— cion de PCT
Si existe (12-24h)
Lina gran
sospecha
Infeccion Infeccion Infeccion
bacteriana bacteriana bacteriana
no incierta con-
confirmada firmada'

« Otras causas de una
probable infeccion

« Controlar si existen

otras causas posibles

« Buscar la fuente de la
infeccion.

» Considerar si es
posible un drenaje.

* Iniciar un tratamiento
antibioticofterapia
especifica de
infeccion.

sistemica. de inflamacion.
« Observarsi se ha
presentado unain-

feccion localizada,

* Elvalor de corte 2 ng/ml indicado en el diagrama tiene solamente caracter crigntativo.
Cada departamento clinico debe adaptarlo de scuerdo con su colectivo de pacientas. (I
valor de corte en el nivel de PCT puede ser mayar © menor que 2 na'ml, dependiendo da
los antacedantes del pacienta, por ejemplo, gran intervencion quinargica (mayor) o bien
pacienta an UCI madica (mencr).)

Figura 4. Abordaje diagnéstico de infecciones bacterianas segun el
nivel sérico de PCT*

Asi mismo, el monitoreo sérico de procalcitonina ha permitido evaluar el

manejo médico instalado y decidir continuar con el mismo, utilizar otra opcion



terapéutica y/o buscar otra posible causa del fracaso terapéutico, tal como se
muestra en la figura 5.

Monitorizacion de pacientes
con PCT

Pacientes con sepsis*

Medicion
de PCT
Niveles de PCT reducidos en Niveles de PCT persistente-
30 - 50% por dia mente altos o siguen
aumentando
Re-medi-
cion de PCT Infeccion descontrolada
(24 h)
Inicio y/o adecuacion
Niveles de PCT reducidos de la terapia para la sepsis.
en 30 - 50% por dia
durante unos dras
Infeccion controlada
Re-medi-
cion de PCT
Investigacion cada 24 h hasta (12-24h)

que la PCT < 0,5 ng/ml

L

aqur: sepsis = sepsis, sepsis grave o shock septico

Figura 5. Monitoreo de Procalcitonina sérica.™

En la actualidad, los resultados de los meta-analisis realizados muestran
que la PCT sérica es un mejor marcador de infeccion, independientemente del
grado del proceso infeccioso, con respecto a la determinacion de otros
marcadores de inflamacién como la proteina C reactiva (PCR). Se concluye
que la sensibilidad de la PCT sérica es del 88% comparado con el 75% de la

PCR, asi mismo, la especificidad de la PCT es del 81% contra el 67% para la



PCR, lo cual se ha corroborado en multiples estudios realizados.*® Otro punto
a favor del uso de PCT sérica, es la mayor sensibilidad y especificidad que
muestra frente a PCR para diferenciar procesos bacterianos de virales, con las
implicaciones terapéuticas ya comentadas anteriormente.

Esta mayor sensibilidad y especificidad se ha observado practicamente
en todos los procesos infecciosos bacterianos estudiados, como endocarditis,
neumonia, meningitis, pancreatitis, entre otros.” ** 1% 1°

A pesar de multiples estudios concluyentes en la utilidad del uso de PCT
sérica para el abordaje diagndstico y decisiones terapéuticas en los pacientes
con sepsis, existen resultados controversiales en ciertas patologias como la
pancreatitis y procesos infecciosos postquirdrgicos. Tan solo existen
resultados respecto a la utilidad la PCT sérica en pacientes postoperados de
térax y trauma craneoencefélico, sin embargo, en pacientes con sepsis

abdominal la informacién es muy escasa y com resultados controversiales.*® "

18

Se ha planteado la pobre utilidad del nivel sérico de PCT en pacientes
con sepsis y falla renal aguda o cronica, sin embargo, tal como se demuestra
en el estudio de Steinbach y cols., la determinacion de PCT es un buen método
de apoyo diagndstico en sepsis de origen bacteriano frente a la PCR.*

Finalmente, la conclusién general de los estudios donde se compara
PCT frente a PCR muestran que ambos estudios son igualmente efectivos para
determinar la presencia de un proceso infeccioso activo pero la tendencia de la
PCT para orientar hacia un proceso bacteriano, factor prondstico y severidad
de la infeccidén, es muy franca y con significancia estadistica. Ademas, se ha
demostrado ciertas ventajas de la PCT sérica frente a otros marcadores de

inflamacion, lo cual se ejemplifica en la siguiente tabla 2.2% %

Tabla 2. Comparacion entre los diferentes marcadores de inflamacién/infeccion.?

Marcador de Respuesta | Sensibilidad | Ventajas Desventaja
Inflamacion especifica | frenteala
ala inflamacion
infeccién
PCT Alta Limitada en Répida elevacion Precio
Infeccion Estabilidad Poco sensible en
levey altaen | Vida media 25- | infeccion leve o local
procesos 30hrs Posible induccién por
severos Niveles normales procesos no infecciosos
estrechos
PCR Moderada Moderada Barato Especificidad limitada
Accesible Elevacion a las 12-24hrs




No diferencia etiologia
bacteriana ni severidad

Temperatura Baja Alta Facil de medir Muy inespecifica
Muy sensible

Leucdcitos Baja Alta Facil de medir Muy inespecifica
Relativamente Falsos  negativos vy
sensible positivos

Citocinas (IL-6) | Baja Alta Muy sensible Vida media corta/Caro

Rapida elevacion

Inestable en muestras
Inespecificas

No relacion con
severidad
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Biolégico

Las semillas utilizadas para el desarrollo experimental fueron proporcionadas por el Instituto de
Ecologia, colectadas directamente de los arboles de Dodonea viscosa (L), Jacq. (Sapindaceae),
que crecen tanto en la parte alta como en la baja del Pedregal (Lomas del seminario y Reserva

del Pedregal de San Angel en Ciudad Universitaria; respectivamente).

Las semillas de Dodonea viscosa presentan testa impermeable (semillas testa-dormantes), por
lo tanto antes de someter las semillas al tratamiento de priming natural, y llevar a cambios en la
hidratacién de las semillas, éstas fueron previamente sometidas a un tratamiento denominado
de escarificacion, el cual consiste en sumergir a las semillas por 2 min. en H,SO, concentrado.
Las semillas se enjuagaron y se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente se

realizo el tratamiento de priming natural.

Para llevar a cabo el priming natural, las semillas se colocaron en telas de organza, y a su vez
en jaulas metdlicas, las cuales se enterraron superficialmente bajo la sombra de arboles y que
se le denominara en adelante tratamiento en bosque. Otro lote se enterr6 en una zona donde
escaseaba la vegetacion y entonces este tratamiento le llamamos priming en claro. El tiempo

del priming fue de 2 meses.

5.2. Germinacion

El lote control fue sometido al tratamiento de escarificacion previamente descrito.
Posteriormente, tanto las semillas del lote control como las que fueron sometidas a los
tratamientos de priming natural, se calentaron en agua a 72°C, se esperd hasta que la

temperatura bajard a 42°C, y se secaron cuidadosamente sobre papel Whatman,
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posteriormente la germinacion de las semillas se llevé a cabo en Agar al 1%, a 29-30°C por
distintos tiempos que incluyen 12, 24, 48 y 72 horas. Se registré la poblacion de semillas que

germinaron en cada lote.

5.3. Cuantificacién de carbohidratos solubles

5.3.1. Extraccion de carbohidratos solubles: glucosa, fructosay sacarosa.

Se molieron en N, liquido las semillas hasta obtener un polvo fino. Se pesaron 100 mg de tejido
y se extrajeron los carbohidratos con 1 mL de etanol (80% v/v) a temperatura de ebullicion, la
mezcla alcohdlica se trasvasé a un tubo de ensaye. Al remanente del mortero se le agrego 1
mL de agua a temperatura de ebullicion tratando de moler perfectamente, este extracto se

mezcld con el del extracto alcohdlico.

Posteriormente la mezcla alcohdlica se centrifug6 en tubos Microfuga por 10 minutos a 2,500
rpm. El sobrenadante se separ6 y se colocé en un tubo de ensaye que se calent6 a 70°C en un
bloque de calentamiento, la pastilla obtenida se resuspendi6 en un volumen de 100 a 200 ul de

agua destilada. El extracto se guard6 a —20°C hasta su utilizacion.

5.3.2. Cuantificacién de azlUcares solubles: glucosa, fructosa y sacarosa.

La cuantificacion de glucosa y fructosa se llevé acabo a través de un método enzimético, segun
se describe en Ramirez, 2007. Brevemente, 10ul de la muestra problema se hicieron reaccionar
por 20 min a temperatura ambiente, con 200 ul de una mezcla enzimatica que contenia 1.0 U/ml
de hexocinasa y 1.0 U/ml de glucosa-6P deshidrogenasa (G6PDH). La glucosa como la
fructosa se fosforilan, y sélo la Glucosa-6P es usada por la G6PDH, se produce una cantidad
equimolar de NADPH y se lee a 340nm, la absorbencia obtenida fue directamente proporcional

a la concentracion de glucosa en la muestra.
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Después de la primera lectura, se le afiadié al mismo pozo de reaccion 1.2 U/ml glucosa-6P
isomerasa, la cual cataliza la conversion de la fructosa-6P en glucosa-6P (que no reacciond en
el paso anterior) y entonces la G6PDH ya puede usar este sustrato, se hizo una segunda
lectura y ahora el incremento en absorbencia a 340nm corresponde a la sumatoria de la

glucosa de la primera determinacion, mas la concentracion de fructosa.

Para la determinacion de sacarosa se realiz6 una hidrolisis en medio &cido de la sacarosa de la
muestra (12uL méximo), adicionando invertasa de levadura de SIGMA (4uL de una solucion de
80 mg/mL de invertasa disuelta en acetato de magnesio 100mM a pH 4.5), se incub6 por 2h a
37°C y posteriormente se determind el contenido de glucosa y fructosa de acuerdo a lo antes

establecido.

EL contenido de glucosa se calculé de la siguiente manera:

(Abs,, — Abs, )*0.00614F *Vol.
Vol * Gugjico

Abs : absorbacia g,

F : factor de dilucion

Vol : volumen de alicuota

Vol_, :volumen de resuspencion

susp

Glucosa = = Mg/ Do

5.4. Medicion de |la actividad de invertasas acidas

5.4.1. Obtencion del extracto de invertasas acidas.

Los extractos se obtuvieron segun se describe en Pelleschi et al., 1997. Brevemente, 500 mg
de tejido se molieron en mortero con N, liquido. Después al polvo, se le afiadieron 3 mL de
amortiguador de extraccion (HEPES/KOH pH 7.5, 5mM MgCl,, 1mM Na,EDTA, 2.6mM

Ditiotreitol, 0.02% Triton X-100) y se homogeniz6 perfectamente. Posteriormente se centrifugd a
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12000 rpm por 5 min a 4°C, el boton contenia a la invertasa de pared celular, mientras que en el
sobrenadante se encontraban las invertasas solubles. El sobrenadante se desal6 y concentrd
usando tubos Amicon Ultra-4 marca Millipore (No. de catalogo UFC801096). El extracto, que
contenia a las invertasas solubles se guardo a -70°C hasta su utilizacion.

La invertasa de la pared celular se obtuvo a partir del botébn obtenido en la primera
centrifugacion, el cual se resuspendié en 1mL de agua, posteriormente se centrifugé a 12000
rpm por 5 min, el boton se volvio a lavar dos veces mas con agua. Al boton final se le afadio
1.5 mL de amortiguador de extraccién adicionado con NaCl 1M y se homogenizé
perfectamente, se dej6é incubando a 4°C en agitacion rotatoria durante toda la noche y se
centrifugd nuevamente segun se describio, ahora el sobrenadante contuvo a la invertasa de la
pared celular. Se desalé como se describié anteriormente y se guard6 de igual forma a -70°C

hasta su uso.

5.4.2. Determinacion de proteina.

El contenido de proteina en la muestra se determiné mediante el método de Bradford. En un
tubo de microfuga, se agregé 200 uL de reactivo de Bradford (no. de catdlogo: 500-0006,
BioRad) y de 1 a 20 uL de muestra, se adicion6é también agua destilada c.b.p. 800 pL.
Posteriormente se agit6 el tubo por 15 segundos y se observé la formacion de un complejo de
color azul el cual absorbe a una longitud de onda de 595 nm. Se utilizé6 una curva estandar de

albumina de suero bovino.

5.4.3. Determinacion de actividad de las invertasas acidas.
La actividad de invertasas &cidas se determiné segin Bergmeyer y Bernt, 1974. En el caso de
las invertasas vacuolares, se acidificaron 25uL del extracto desalado adicionando 25uL de

acetato de sodio 200mM (pH 4.8). La reaccion enzimatica se realiz6 al afiadir 10 ul de sacarosa
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600mM, y se incub6 a 30°C por 90 min. Para la invertasa de pared celular se acidificaron 40uL
de extracto desalado con 12.5 uL de acetato de sodio 400mM a pH 4.8. La reaccidén enzimética
se llevo acabo al adicionar 7.5 uL de sacarosa 1M, e incubarse a 30°C por 90 min. En ambos
casos se detuvo la reaccion al adicionar 50 uL de NaH,PO, 0.5mM a pH 7.0 y su posterior
ebullicién por 5 min. La glucosa y la fructosa formadas se cuantificaron enziméaticamente, al
adicionar, a la mezcla anterior, 750 uL del medio de reaccion que contiene HEPES/KOH 50mM
a pH 7.0, 2 mM MgCl,, 1ImM EDTA, 1mM ATP, 1.5 U de fosfoglucosa-isomerasa, 2 U de
glucosa-6 fosfato-deshidrogenasa, 2 U de hexocinasa y 0.5mM NADP®. Se incub6 por 20 min a

30°C y por ultimo se centrifugd a 12000 rpm por 5 min, el NADPH formado se midié a 340nm.

El calculo de actividad de las invertasa se llevo a cabo mediante la siguiente formula:

AbslSAOnm
622o*tmin * mg proteina

nmolGlu
minmg

Actividad =[ ]*1x106 =

5.5. Cuantificacion de Lipidos

En un mortero se molieron 100mg de tejido adicionando 5mL de una solucién de cloroformo-
metanol (2:1) por 5 min, posteriormente en un tubo de ensaye se centrifugé a 3000 rpm por 5
min, el sobrenadante obtenido se trasvasd a un tubo de ensaye rotulado y a peso constante, el
botdn se homogenizo adicionando 2.5 mL de la misma solucion y se centrifugd a 3000 rpm por
5 min, y el sobrenadante obtenido se mezclé con el primero. El tubo se calenté a 70° C en un
bloque de calentamiento hasta que los solventes fueron eliminados. Finalmente el contenido de

lipidos se calcul6 respecto a la diferencia de peso.
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5.6. Andlisis estadistico

Se llevé a cabo en todos los casos un analisis de varianza de dos vias con un nivel de
probabilidad P < 0.01, utilizando un programa estadistico (Statistica, version 6.1. StatSoft, Inc.
1984-1998 Tulsa, Ok. U. S. A)). En los casos donde se presenta diferencia significativa entre
tratamientos, se realiz6 un analisis de comparaciones multiples por el método de Tukey-Kramer.
Indicando el valor del pardmetro F respecto a los valores de grados de libertad, comparandolo

con el valor de probabilidad (p) que proporciona el programa utilizado.
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RESULTADOS

6.1. Perfil de germinacion de semillas de Dodonea viscosa (L.) sometidas a dos
tratamientos de priming natural

Para corroborar que el priming natural produce un aumento en la germinacién de las semillas,
se llevo a cabo el perfil germinativo de las semillas sometidas a los dos tratamientos de priming
natural, el enterramiento en claro y en bosque, y se comparé con el perfil de las semillas que no

fueron sometidas al tratamiento (Figura 8).

80 —e— CONTROL
—m CLARO

—a— BOSQUE
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40 -
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Germinacion (%)
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10 A

1 Tiempo (dias) 2

Figura 8. Curva de germinacién de semillas de Dodonea viscosa que fueron sometidas a dos
diferentes tratamientos de priming natural (Claro y Bosque). Datos expresados en medias *
error estandar.

Se encontré que la capacidad germinativa de las semillas no presenta diferencia significativa
entre tratamientos (F (8,15)= 1.03; p = 1.4536), sin embargo el numero de semillas germinadas
fue mayor en las semillas que fueron sometidas al tratamiento pre-germinativo, ya que éstas
tuvieron entre un 29 a un 35% de germinacion a las 12 horas, mientras que las semillas control
presentaron el 11% de germinacion. Sin embargo, conforme avanza el tiempo de germinacion

las semillas control alcanzan porcentajes similares a los obtenidos en las semillas tratadas.
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6.2. Efecto del priming natural en el contenido de carbohidratos solubles, almidon y
lipidos en las semillas de Dodonea viscosa

Para determinar si hubo un adelanto en los procesos metabdlicos de la semilla, se determind la
movilizacién de reservas de carbohidratos y lipidos en las semillas sin hidratar, y como primera
aproximacion a estos cambios se midieron los contenidos de algunos carbohidratos y de lipidos

totales en la semilla seca (Figura 9).

3,0 250
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0,0

CONTROL CLARO BOSQUE

1 SACAROSA GLUCOSA mmm FRUCTOSA —— LIPIDOS —a— ALMIDON

Figura 9. Contenido de carbohidratos y lipidos en semillas secas de Dodonea viscosa. Las
semillas fueron colectadas y guardadas en el laboratorio o bien enterradas en claro o bosque.
Datos expresados en medias + error estandar.

El contenido de sacarosa es significativamente mayor en todos los lotes de semillas, en
comparacion con el resto de los carbohidratos medidos, 10 que sugiere que éste podria ser el
principal carbohidrato de reserva de Dodonea y que sera la fuente inicial de carbono para llevar

a cabo su desarrollo, principalmente durante el inicio de la germinacion (fases | y II). Los niveles

de glucosa y fructosa en las semillas secas son distintos entre los diferentes lotes de semillas,
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aunque no de manera significativa (F(4,9)=6.32; p =6.5105). Debido a que la cantidad de
almidon es escasa en estas semillas y no presentdé cambios significativos entre tratamientos con
respecto al control, solo se determinaron las variaciones de los otros tres carbohidratos solubles

a diferentes tiempos de la germinacion.

Respecto al contenido de lipidos se encontrd que fue hasta 100 veces mayor que el contenido
de sacarosa, lo que sugiere gque esta semilla principalmente almacena lipidos, por lo que se

decidié determinar el perfil de lipidos durante la germinacién de las semillas.

6.3. Efecto del priming natural en el perfil del contenido de carbohidratos y lipidos
durante la germinacion de las semillas de Dodonea viscosa

La movilizacién de los carbohidratos solubles durante la germinacién se presenta en la Figura
10. Se encontré que el contenido de glucosa varié de manera significativa entre tratamientos
(F (2,89) = 12.84; p<0.0001) y como se puede observar en la figura 10A, hubo una disminucion
rapida de este carbohidrato durante el inicio del periodo germinativo, en las primeras 12 h,
excepto en el lote tratado en claro, la glucosa se utilizo en las semillas control alrededor de un
42.5% y para el lote tratado en bosque en un 36.4%, mientras que en el caso del lote de claro
se observé un incremento significativo de 23% (F (8,89)=18.09; p<0.0001) y una subsiguiente
disminucion a valores muy semejantes a los presentados por el lote control. Posteriormente a
las 24h los contenidos de glucosa no variaron para los lotes control y tratados en claro y hubo
un aumento significativo en el caso del lote de bosque. Es probable que contenidos menores
de glucosa, no sean compatibles con la vida por lo que las semillas mantienen un contenido

constante.

La curva de cambio en el contenido de fructosa es similar en forma para los lotes de semillas

sometidas al priming natural, sin embargo si se encontrd diferencias significativas entre los
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distintos tratamientos (F(8,80)=98.73; p<0.0001). Se puede observar, que la fructosa va
aumentando de manera gradual hasta los 3 dias de germinacion. Pero el lote control presenta
un perfil de fructosa diferente, ya que no se observan cambios importantes en el contenido de la
misma a lo largo del periodo germinativo, manteniéndose aproximadamente en 0.13 mg de
fructosa por g de tejido (Figura 10B). EI aumento en fructosa podria indicar un aumento en el

uso de la sacarosa.

Las curvas de contenido de sacarosa durante la germinacién de los tres lotes de semillas
tuvieron un comportamiento similar, ya que en todos los casos hubo un decremento en el
contenido de este carbohidrato, sin embargo si hubo diferencia significativa entre tratamientos
(F(2,74)=16.99; p<0.0001), presentando diferente velocidad de degradacion entre si, como se
puede observar en la Figura 10C, distinguiéndose dos pendientes para cada caso, primero en
la disminucién de este carbohidrato durante las primera 12h y la segunda a partir de este
tiempo hasta las 72h de germinacion. La velocidad de degradacion en las semillas control es
mayor en las primeras 12h de germinacién, 0.872 mg sacarosa / g tejido dia, ya que a partir de
este tiempo la velocidad disminuyé a 0.144 mg sacarosa / g tejido dia manteniéndose
practicamente constante. En cuanto a las semillas pre-tratadas, un comportamiento similar fue
observado en las semillas claro, aunque la velocidad de degradacion en este lote fue 2.4 veces
mayor que en las semillas control y después de este tiempo se mantiene practicamente
constante, ya que la velocidad de degradacién disminuy6 hasta 0.04 mg sacarosa / g tejido dia,
por lo que podemos decir que la movilizacién de sacarosa fue mas rapida en las semillas claro
que el resto de los tratamientos, ya que en el caso de las semillas de bosque hubo una
degradaciéon gradual a una velocidad de 0.335 mg sacarosa / g tejido dia, manteniendo el
contenido de sacarosa por arriba del que presentaron las semillas del claro durante todo el

tratamiento germinativo.
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Figura 10. Perfil del contenido de carbohidratos durante la germinacion de semillas de Dodonea
viscosa sometidas a distintos tratamientos de priming. (A) contenido de glucosa, (B) contenido
de fructosa y (C) contenido de sacarosa.# Control, m Claro, y A Bosque. Cada punto
corresponde a la media + error estandar (a: puntos donde hay diferencia significativa con
p<0.0001 respecto al lote control, b: puntos donde se presenta diferencia significativa con una
p<0.0585 respecto al lote control).
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Contrario a los cambios observados en el contenido de carbohidratos entre semillas sometidas
al priming natural y control, el contenido de lipidos (Figura 11) a pesar de que se presenta una
tendencia a disminuir gradualmente durante el periodo germinativo, no presenta cambios
significativos entre el control y los tratamientos en cuanto a la velocidad de degradacion
(F(8,15)= 0.4268; p=0.8871), sin embargo cabe destacar que el contenido de los mismos en los
lotes de semillas que fueron sometidas al priming natural, permanecié por debajo del contenido

de lipidos en las semillas control a lo largo de la germinacion.
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Figura 11. Perfil del contenido de lipidos durante la germinacion de semillas de Dodonea
viscosa sometidas a distintos tratamientos de priming. Datos expresados en media * error
estandar.
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6.4. Efecto del priming natural en la actividad de las Invertasas en las semillas secas y en
la germinacién de las semillas de Dodonea viscosa

En base a que la movilizacion de sacarosa, glucosa y fructosa es importante para establecer
tanto el metabolismo glucolitico para la sintesis de ATP, el inicio del ciclo de pentosas para la
produccion de ribosas y NADPH, la sintesis de nuevos componentes de la pared celular entre
otros; se determind la actividad de las invertasas &acidas, enzimas importantes en el uso de la
sacarosa y el establecimiento de gradientes tanto de sacarosa como de sus hexosas

constituyentes.

Tomando en cuenta que en la célula se encuentran presentes tres tipos de invertasas (neutra,

vacuolary de pared celular) se determind primero la actividad de cada una de éstas en semillas

sin germinar.
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Figura 12. Actividad de las tres invertasas celulares en semillas secas de Dodonea Viscosa que
fueron o no sometidas a tratamientos de priming. Datos expresados en medias + error estandar.

Como se muestra en la Figura 12 la invertasa neutra, entre los tres lotes de semillas, no
presentd diferencia significativa (F(4,9)=4.75; p=5.6005), mientras que la actividad de las

invertasas acidas aumentaron por el tratamiento pregerminativo significativamente respecto al
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control, mas en el tratamiento en bosque que en el claro. Las invertasas vacuolares aumentan
de 2.3 y 4.6 veces y las de pared celular de 1.3 y 2.7 con respecto al control en el lote de
semillas enterradas en claro y bosque, respectivamente (Figura 12). Por lo anterior se decidié
medir la actividad de las invertasas acidas, que son las que mostraron cambio en las semillas
secas que fueron sometidas al tratamiento y no continuamos midiendo a la invertasa neutra
durante la germinacion de las semillas, no sélo porque no cambié su actividad en las semillas
tratadas, sino también por que en la literatura se menciona que pierde facilmente la actividad
durante la extraccion (Roitsch, 2004), y si esto ocurria podriamos estar concluyendo sobre

resultados poco reproducibles.

El perfil de la actividad de las invertasas acidas durante la germinacion de los tres lotes de
semillas se muestra en la Figura 13, se encontré diferencia significativa entre tratamientos tanto
en la invertasa vacuolar (F(8,74)=12.69; p<0.0001) como en la invertasa de pared celular
(F(8,89)=6.91; p<0.0001). EI perfil de actividad de la invertasa vacuolar en el control mostro
pocos cambios, un aumento de 4.1 veces de 0 a 12h y posteriormente mantuvo su actividad
hasta las 72h de la germinacién. Mientras que, en las semillas con priming se observé que la
actividad es mayor, con respecto al control, a todos los tiempos determinados, pero con
diferencias entre ambos patrones. La actividad de invertasa vacuolar de las semillas tratadas
con priming en bosque aumenta su actividad de manera constante conforme avanza la
germinacion, siendo entre 1.7-2.9 veces mayor que la curva de las semillas control. En cuanto a
las semillas que fueron sometidas a priming en claro presentaron un maximo de actividad en las
primeras 12 h de la germinacién que es 5.1 veces mayor al valor presentado por las semillas
control y posteriormente reduce su actividad a valores ligeramente mayores, aunque no

significativos al control (Figura 13A).
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Figura 13. Efecto del Priming natural en la actividad de invertasas acidas durante la
germinacion de semillas de Dodonea viscosa. (A) perfil de actividad de la invertasa vacuolar;
(B) perfil de actividad de la invertasa vacuolar en el lote control, (C) perfil de actividad de la
invertasa de la pared celular y (D) perfil de actividad de la invertasa de la pared celular en el lote
control. # Control, m Claro y A Bosque. Cada punto corresponde a la media + error estandar
(a: puntos donde hay diferencia significativa con p<0.0001 respecto al lote control).

Al determinar la actividad de la invertasa acida de la pared celular encontramos que es mayor
que la que se encuentra en la vacuola en un intervalo que comprende de 2.9 hasta 7.3 veces
para el caso de las semillas sometidas a priming (Figura 13B), ya que en el caso de las semillas

control la actividad de invertasa de la pared celular fue menor 0.5-2 veces que la actividad en la

vacuola.
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La actividad de la invertasa de pared celular mostré diferencias significativas entre tratamientos
(F(8,87)=6.91; p<0.0001), por una parte se obtuvo que la actividad en las semillas control se
mantuvo constante a lo largo del periodo germinativo ( 0.21 — 1.58 nmol Glu /min mg) mientras
que los lotes de semillas que fueron tratadas con priming mostraron siempre una actividad
mayor al control, pero de diferente perfil entre los tratamientos. El perfil obtenido para las
semillas con priming en claro presentdé un méaximo de actividad a las 24h (43.1 veces mayor que
las semillas control) y disminuye a valores cercanos al del control. Mientras que en las semillas
de bosque el incremento se observo hasta las 48 h de germinacion y se mantuvo hasta las 72
h siendo éste de 43.4 y 5.5 veces mayor que en los lotes de semillas control y claro

respectivamente.

Por lo que en conjunto el efecto del priming natural produjo un aumento en la actividad de las
invertasas de la vacuola asi como en las de pared celular, a cero horas ambas fueron mayores,
pero durante la germinacion es cuando se hace evidente el cambio. Ademas, el tipo de priming
natural en claro o bosque si produce diferencias en el patrén de actividad de las invertasas
acidas, siendo evidente que el priming en claro produce un aumento a tiempos discretos de la
germinacion, mientras que el priming en bosque aumenta gradualmente la actividad de las

invertasas acidas y lo mantiene por tiempos mas prolongados.
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Tabla 2. Comparacion entre los diferentes marcadores de inflamacién/infeccion.*

Marcador de Respuesta | Sensibilidad | Ventajas Desventaja
Inflamacion especifica | frenteala
ala inflamacion
infeccion
PCT Alta Limitada en Ré&pida elevacion Precio
Infeccién Estabilidad Poco sensible en infeccién
leve y alta en | Vida media 25-30hrs | leve o local
procesos Niveles normales Posible induccion por
severos estrechos procesos no infecciosos
PCR Moderada Moderada Barato Especificidad limitada
Accesible Elevacion a las 12-24hrs
No diferencia etiologia
bacteriana ni severidad
Temperatura Baja Alta Facil de medir Muy inespecifica
Muy sensible
Leucdcitos Baja Alta Facil de medir Muy inespecifica
Relativamente Falsos negativos y positivos
sensible
Citocinas (IL-6) | Baja Alta Muy sensible Vida media corta/Caro

Rapida elevacion

Inestable en muestras
Inespecificas
No relacién con severidad

CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1 PROBLEMA
¢ Es la procalcitonina (PCT) lo suficientemente sensible y especifica para el

diagnéstico de sepsis en pacientes quirdrgicos?

2.2 HIPOTESIS

2.2.1 Hipodtesis nula

El nivel sérico de procalcitonina no es sensible ni especifico para el

diagnostico de sepsis de origen quirdrgico.

2.2.2 Hipotesis alterna

El nivel sérico de procalcitonina es sensible y especifico para el diagndstico

de sepsis de origen quirdrgico.
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2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Primarios

Determinar la sensibilidad y especificidad de la procalcitonina sérica en
pacientes con sepsis de origen quirargico del Hospital General del Estado.

2.4  JUSTIFICACION

En la actualidad no existen estudios metodoldgicamente bien elaborados que
permitan dilucidar la utilidad del procalcitonina sérica en pacientes con sepsis que
requieran un manejo quirdrgico. Por este motivo surgio la pregunta que origino el

presente estudio.

2.5 DISENO
2.5.1 Tipo de Investigacion

Estudio observacional, transversal, abierto y descriptivo.

2.5.2 Grupo de Estudio

Pacientes con diagndstico de sepsis de origen quirargico que ingresen al
servicio de Urgencias y posteriormente a la Unidad de Cuidados Intensivos.

2.5.3 Tamaiio de la Muestra

En la Unidad de Cuidados Intensivos de este Hospital, se reciben alrededor
de 50 pacientes mensualmente, de los cuales 10 tienen el diagnostico clinico de
sepsis de origen quirargico, haciendo un total de 120 pacientes al afio, por lo que en
este caso se ha tomado una muestra del 40% para efectos de estudio, lo que

implica que los modelos de estadistica diferencial resulten altamente confiables.

2.5.4 Criterios de Inclusioén

Pacientes con datos de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, con

foco infeccioso comprobado o sospecha del mismo, que requieran manejo

-35-
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RESULTADOS

6.1. Perfil de germinacion de semillas de Dodonea viscosa (L.) sometidas a dos
tratamientos de priming natural

Para corroborar que el priming natural produce un aumento en la germinacién de las semillas,
se llevo a cabo el perfil germinativo de las semillas sometidas a los dos tratamientos de priming
natural, el enterramiento en claro y en bosque, y se comparé con el perfil de las semillas que no

fueron sometidas al tratamiento (Figura 8).
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Figura 8. Curva de germinacién de semillas de Dodonea viscosa que fueron sometidas a dos
diferentes tratamientos de priming natural (Claro y Bosque). Datos expresados en medias *
error estandar.

Se encontré que la capacidad germinativa de las semillas no presenta diferencia significativa
entre tratamientos (F (8,15)= 1.03; p = 1.4536), sin embargo el numero de semillas germinadas
fue mayor en las semillas que fueron sometidas al tratamiento pre-germinativo, ya que éstas
tuvieron entre un 29 a un 35% de germinacion a las 12 horas, mientras que las semillas control
presentaron el 11% de germinacion. Sin embargo, conforme avanza el tiempo de germinacion

las semillas control alcanzan porcentajes similares a los obtenidos en las semillas tratadas.
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6.2. Efecto del priming natural en el contenido de carbohidratos solubles, almidon y
lipidos en las semillas de Dodonea viscosa

Para determinar si hubo un adelanto en los procesos metabdlicos de la semilla, se determind la
movilizacién de reservas de carbohidratos y lipidos en las semillas sin hidratar, y como primera
aproximacion a estos cambios se midieron los contenidos de algunos carbohidratos y de lipidos

totales en la semilla seca (Figura 9).
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Figura 9. Contenido de carbohidratos y lipidos en semillas secas de Dodonea viscosa. Las
semillas fueron colectadas y guardadas en el laboratorio o bien enterradas en claro o bosque.
Datos expresados en medias + error estandar.

El contenido de sacarosa es significativamente mayor en todos los lotes de semillas, en
comparacion con el resto de los carbohidratos medidos, 10 que sugiere que éste podria ser el
principal carbohidrato de reserva de Dodonea y que sera la fuente inicial de carbono para llevar

a cabo su desarrollo, principalmente durante el inicio de la germinacion (fases | y II). Los niveles

de glucosa y fructosa en las semillas secas son distintos entre los diferentes lotes de semillas,
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aunque no de manera significativa (F(4,9)=6.32; p =6.5105). Debido a que la cantidad de
almidon es escasa en estas semillas y no presentdé cambios significativos entre tratamientos con
respecto al control, solo se determinaron las variaciones de los otros tres carbohidratos solubles

a diferentes tiempos de la germinacion.

Respecto al contenido de lipidos se encontrd que fue hasta 100 veces mayor que el contenido
de sacarosa, lo que sugiere gque esta semilla principalmente almacena lipidos, por lo que se

decidié determinar el perfil de lipidos durante la germinacién de las semillas.

6.3. Efecto del priming natural en el perfil del contenido de carbohidratos y lipidos
durante la germinacion de las semillas de Dodonea viscosa

La movilizacién de los carbohidratos solubles durante la germinacién se presenta en la Figura
10. Se encontré que el contenido de glucosa varié de manera significativa entre tratamientos
(F (2,89) = 12.84; p<0.0001) y como se puede observar en la figura 10A, hubo una disminucion
rapida de este carbohidrato durante el inicio del periodo germinativo, en las primeras 12 h,
excepto en el lote tratado en claro, la glucosa se utilizo en las semillas control alrededor de un
42.5% y para el lote tratado en bosque en un 36.4%, mientras que en el caso del lote de claro
se observé un incremento significativo de 23% (F (8,89)=18.09; p<0.0001) y una subsiguiente
disminucion a valores muy semejantes a los presentados por el lote control. Posteriormente a
las 24h los contenidos de glucosa no variaron para los lotes control y tratados en claro y hubo
un aumento significativo en el caso del lote de bosque. Es probable que contenidos menores
de glucosa, no sean compatibles con la vida por lo que las semillas mantienen un contenido

constante.

La curva de cambio en el contenido de fructosa es similar en forma para los lotes de semillas

sometidas al priming natural, sin embargo si se encontrd diferencias significativas entre los
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distintos tratamientos (F(8,80)=98.73; p<0.0001). Se puede observar, que la fructosa va
aumentando de manera gradual hasta los 3 dias de germinacion. Pero el lote control presenta
un perfil de fructosa diferente, ya que no se observan cambios importantes en el contenido de la
misma a lo largo del periodo germinativo, manteniéndose aproximadamente en 0.13 mg de
fructosa por g de tejido (Figura 10B). EI aumento en fructosa podria indicar un aumento en el

uso de la sacarosa.

Las curvas de contenido de sacarosa durante la germinacién de los tres lotes de semillas
tuvieron un comportamiento similar, ya que en todos los casos hubo un decremento en el
contenido de este carbohidrato, sin embargo si hubo diferencia significativa entre tratamientos
(F(2,74)=16.99; p<0.0001), presentando diferente velocidad de degradacion entre si, como se
puede observar en la Figura 10C, distinguiéndose dos pendientes para cada caso, primero en
la disminucién de este carbohidrato durante las primera 12h y la segunda a partir de este
tiempo hasta las 72h de germinacion. La velocidad de degradacion en las semillas control es
mayor en las primeras 12h de germinacién, 0.872 mg sacarosa / g tejido dia, ya que a partir de
este tiempo la velocidad disminuyé a 0.144 mg sacarosa / g tejido dia manteniéndose
practicamente constante. En cuanto a las semillas pre-tratadas, un comportamiento similar fue
observado en las semillas claro, aunque la velocidad de degradacion en este lote fue 2.4 veces
mayor que en las semillas control y después de este tiempo se mantiene practicamente
constante, ya que la velocidad de degradacién disminuy6 hasta 0.04 mg sacarosa / g tejido dia,
por lo que podemos decir que la movilizacién de sacarosa fue mas rapida en las semillas claro
que el resto de los tratamientos, ya que en el caso de las semillas de bosque hubo una
degradaciéon gradual a una velocidad de 0.335 mg sacarosa / g tejido dia, manteniendo el
contenido de sacarosa por arriba del que presentaron las semillas del claro durante todo el

tratamiento germinativo.
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Figura 10. Perfil del contenido de carbohidratos durante la germinacion de semillas de Dodonea
viscosa sometidas a distintos tratamientos de priming. (A) contenido de glucosa, (B) contenido
de fructosa y (C) contenido de sacarosa.# Control, m Claro, y A Bosque. Cada punto
corresponde a la media + error estandar (a: puntos donde hay diferencia significativa con
p<0.0001 respecto al lote control, b: puntos donde se presenta diferencia significativa con una
p<0.0585 respecto al lote control).
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Contrario a los cambios observados en el contenido de carbohidratos entre semillas sometidas
al priming natural y control, el contenido de lipidos (Figura 11) a pesar de que se presenta una
tendencia a disminuir gradualmente durante el periodo germinativo, no presenta cambios
significativos entre el control y los tratamientos en cuanto a la velocidad de degradacion
(F(8,15)= 0.4268; p=0.8871), sin embargo cabe destacar que el contenido de los mismos en los
lotes de semillas que fueron sometidas al priming natural, permanecié por debajo del contenido

de lipidos en las semillas control a lo largo de la germinacion.
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Figura 11. Perfil del contenido de lipidos durante la germinacion de semillas de Dodonea
viscosa sometidas a distintos tratamientos de priming. Datos expresados en media * error
estandar.
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6.4. Efecto del priming natural en la actividad de las Invertasas en las semillas secas y en
la germinacién de las semillas de Dodonea viscosa

En base a que la movilizacion de sacarosa, glucosa y fructosa es importante para establecer
tanto el metabolismo glucolitico para la sintesis de ATP, el inicio del ciclo de pentosas para la
produccion de ribosas y NADPH, la sintesis de nuevos componentes de la pared celular entre
otros; se determind la actividad de las invertasas &acidas, enzimas importantes en el uso de la
sacarosa y el establecimiento de gradientes tanto de sacarosa como de sus hexosas

constituyentes.

Tomando en cuenta que en la célula se encuentran presentes tres tipos de invertasas (neutra,

vacuolary de pared celular) se determind primero la actividad de cada una de éstas en semillas

sin germinar.
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Figura 12. Actividad de las tres invertasas celulares en semillas secas de Dodonea Viscosa que
fueron o no sometidas a tratamientos de priming. Datos expresados en medias + error estandar.

Como se muestra en la Figura 12 la invertasa neutra, entre los tres lotes de semillas, no
presentd diferencia significativa (F(4,9)=4.75; p=5.6005), mientras que la actividad de las

invertasas acidas aumentaron por el tratamiento pregerminativo significativamente respecto al
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control, mas en el tratamiento en bosque que en el claro. Las invertasas vacuolares aumentan
de 2.3 y 4.6 veces y las de pared celular de 1.3 y 2.7 con respecto al control en el lote de
semillas enterradas en claro y bosque, respectivamente (Figura 12). Por lo anterior se decidié
medir la actividad de las invertasas acidas, que son las que mostraron cambio en las semillas
secas que fueron sometidas al tratamiento y no continuamos midiendo a la invertasa neutra
durante la germinacion de las semillas, no sélo porque no cambié su actividad en las semillas
tratadas, sino también por que en la literatura se menciona que pierde facilmente la actividad
durante la extraccion (Roitsch, 2004), y si esto ocurria podriamos estar concluyendo sobre

resultados poco reproducibles.

El perfil de la actividad de las invertasas acidas durante la germinacion de los tres lotes de
semillas se muestra en la Figura 13, se encontré diferencia significativa entre tratamientos tanto
en la invertasa vacuolar (F(8,74)=12.69; p<0.0001) como en la invertasa de pared celular
(F(8,89)=6.91; p<0.0001). EI perfil de actividad de la invertasa vacuolar en el control mostro
pocos cambios, un aumento de 4.1 veces de 0 a 12h y posteriormente mantuvo su actividad
hasta las 72h de la germinacién. Mientras que, en las semillas con priming se observé que la
actividad es mayor, con respecto al control, a todos los tiempos determinados, pero con
diferencias entre ambos patrones. La actividad de invertasa vacuolar de las semillas tratadas
con priming en bosque aumenta su actividad de manera constante conforme avanza la
germinacion, siendo entre 1.7-2.9 veces mayor que la curva de las semillas control. En cuanto a
las semillas que fueron sometidas a priming en claro presentaron un maximo de actividad en las
primeras 12 h de la germinacién que es 5.1 veces mayor al valor presentado por las semillas
control y posteriormente reduce su actividad a valores ligeramente mayores, aunque no

significativos al control (Figura 13A).
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Figura 13. Efecto del Priming natural en la actividad de invertasas acidas durante la
germinacion de semillas de Dodonea viscosa. (A) perfil de actividad de la invertasa vacuolar;
(B) perfil de actividad de la invertasa vacuolar en el lote control, (C) perfil de actividad de la
invertasa de la pared celular y (D) perfil de actividad de la invertasa de la pared celular en el lote
control. # Control, m Claro y A Bosque. Cada punto corresponde a la media + error estandar
(a: puntos donde hay diferencia significativa con p<0.0001 respecto al lote control).

Al determinar la actividad de la invertasa acida de la pared celular encontramos que es mayor
que la que se encuentra en la vacuola en un intervalo que comprende de 2.9 hasta 7.3 veces
para el caso de las semillas sometidas a priming (Figura 13B), ya que en el caso de las semillas

control la actividad de invertasa de la pared celular fue menor 0.5-2 veces que la actividad en la

vacuola.
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La actividad de la invertasa de pared celular mostré diferencias significativas entre tratamientos
(F(8,87)=6.91; p<0.0001), por una parte se obtuvo que la actividad en las semillas control se
mantuvo constante a lo largo del periodo germinativo ( 0.21 — 1.58 nmol Glu /min mg) mientras
que los lotes de semillas que fueron tratadas con priming mostraron siempre una actividad
mayor al control, pero de diferente perfil entre los tratamientos. El perfil obtenido para las
semillas con priming en claro presentdé un méaximo de actividad a las 24h (43.1 veces mayor que
las semillas control) y disminuye a valores cercanos al del control. Mientras que en las semillas
de bosque el incremento se observo hasta las 48 h de germinacion y se mantuvo hasta las 72
h siendo éste de 43.4 y 5.5 veces mayor que en los lotes de semillas control y claro

respectivamente.

Por lo que en conjunto el efecto del priming natural produjo un aumento en la actividad de las
invertasas de la vacuola asi como en las de pared celular, a cero horas ambas fueron mayores,
pero durante la germinacion es cuando se hace evidente el cambio. Ademas, el tipo de priming
natural en claro o bosque si produce diferencias en el patrén de actividad de las invertasas
acidas, siendo evidente que el priming en claro produce un aumento a tiempos discretos de la
germinacion, mientras que el priming en bosque aumenta gradualmente la actividad de las

invertasas acidas y lo mantiene por tiempos mas prolongados.
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7. DISCUSION

7.1. Efecto del priming natural en la germinacién de las semillas de Dodonea viscosa (L.)
Los efectos del priming de laboratorio se encuentran bien documentados, obteniendo una mas
rapida y uniforme germinacién, asi como la recuperacion e incremento de la viabilidad,
eliminacion de la latencia, incrementos en los rendimientos y el establecimiento de las plantulas
bajo condiciones de estrés de tipo bidtico y abibtico, ademas permite almacenar las semillas por
largos periodos de tiempo (Gonzélez-Zertuche, 2001; Zheng et. al., 1994). Con esto en mente
en el presente trabajo evaluamos si las semillas que fueron sometidas por 2 meses a un
tratamiento de enterramiento en dos zonas distintas, claro y bosque, presentaban un
comportamiento diferente en la movilizacion del carbono disponible en la semilla. En el primero
de los modelos experimentales, el priming o tratamiento de enterramiento en claro, la
vegetacion es escasa y entonces se produce una tasa mayor de evaporacion de agua del suelo,
una menor cantidad de organismos en el suelo y temperaturas mas altas (con una media de
45°C), lo que provee un medio mas agresivo, pero seco, en el que las semillas pueden
permanecer por mas tiempo sin iniciar su germinacion, y una vez iniciada por la aparicion de las
lluvias, se seca mas rapidamente el suelo y por tanto la semilla detiene el recién iniciado
metabolismo germinativo. En el segundo caso, el tratamiento de priming en bosque, las semillas
fueron enterradas bajo la cobertura de la vegetacién, esto propicia una disminucion de la luz
que las semillas reciben, pero también una pérdida gradual del agua en el suelo, lo que
favorece una mayor poblacion de organismos en éste. En el caso de que se inicie la
germinacion por la aparicion de las lluvias, el suelo permanecera un tiempo mayor hiumedo,
comparado con el suelo en claro, por lo que podrian adelantarse los eventos germinativos por

un tiempo mayor.

El tratamiento de priming natural ocasiono que la germinacion de las semillas de D. viscosa se

adelantara al del lote control (29-35% a las 12h), si bien tanto control como priming alcanzan al
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final porcentajes similares de germinacion. No hubo diferencias significativas entre los lotes con
priming, aunque el priming en bosque presento a las 24 y 48h un menor pero no significativo
porcentaje de germinacion respecto al lote de priming en claro. Benitez (2005) reportd
resultados similares obtenidos en estudios ecofisiolégicos con Dodonea viscosa, donde no hubo
diferencia significativa en la germinacion de semillas entre diferentes tratamientos de priming
natural, sin embargo una vez que se desarrolla la plantula y ésta es transplantada para estudios
de campo, donde son crecidas a diferentes condiciones de temperaturas o exposicién a la luz,
se encontr6é que las plantulas provenientes de semillas que fueron sometidas a priming natural
presentaron una mayor sobrevivencia, de 98%, con respecto a las plantulas que provenian de
semillas que no fueron sometidas a este tipo de tratamientos, donde el porcentaje que se
obtuvo fue de 30%; los parametros que se usaron para cuantificar la sobrevivencia fueron el
namero de hojas, longitud del tallo y area foliar de las plantulas. Con lo anterior, podemos
sugerir qgue aunque no se ve modificado el porcentaje de germinacién de las semillas de
Dodonea viscosa, si se pueden estar modificando diversos procesos metabdlicos que
proporcionen las herramientas bioquimicas necesarias, para que las semillas estén mas

preparadas para resistir las condiciones ambientales y sobrevivan.

7.2. Efecto del priming natural en la movilizacion de reservas de semillas de Dodonea
viscosa (L.)

La toma de agua por las semillas les permite iniciar los procesos metabdlicos que habian sido
detenidos, asi en el priming el incremento en la toma de agua de la semilla, le permitira iniciar
los eventos de ajuste y reparacibn de macromoléculas y organelos para el adecuado
funcionamiento de la célula y su preparacién para la expansion y division celular (Bewley y
Black, 1994). Dentro de los eventos metabolicos iniciados se encuentra la movilizacion de las
reservas de corto alcance, que son aquellas que se encuentran en los tejidos embrionarios,

como sacarosa, glucosa, fructosa y en algunas especies lipidos (Srivastava, 2002). En la
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semilla de Dodonea viscosa los porcentajes de lipidos y sacarosa son de 20.1 y 0.25%,
respectivamente y son las reservas que generalmente se encuentran disponibles en el

embrion.

Los lipidos son una reserva importante en las semillas de D. viscosa, el perfil del contenido de
lipidos durante la germinacion nos mostré que tanto las semillas de los lotes tratamiento como
el control se encuentran activas usando esta reserva desde las 12 h, aunque las semillas que
pasaron por el priming natural lo hicieron mas rapidamente. Después de las 24h, se observa
que los tres lotes presentan velocidades similares de degradacién pero siempre las semillas
tratadas presentan ligeramente menos lipidos que las semillas control. La movilizaciéon de las
reservas de lipidos puede comenzar en las primeras horas de la germinacion, sin embargo se
ha documentado que la degradacién masiva de esta reserva ocurre principalmente después de
la salida de la radicula y que los esqueletos carbonados son transformados a carbohidratos

(Bewley y Black, 1994).

En las semillas de Dodonea viscosa observamos que el inicio de la germinacion para al menos
una poblacion de ellas comienza a las 12 horas y a las 48h ya encontramos el 50% de las
semillas germinadas en el lote control. Mientras que las semillas que fueron tratadas, a las 12h
ya presentan el 30% de germinacion y a las 24h el 50% de ellas ya germing, el priming produce
un adelanto aproximado de 1 dia en la germinacion, respecto al lote control. Este avance en la
germinacion podria explicarse por la ocurrencia de la movilizacion de la reservas durante el
priming, que en el caso de los lipidos encontramos al menos en el lote tratado en claro, semillas
gue presentan de inicio menos lipidos (1.4 veces) que los lotes de semillas control y bosque.
Auln cuando las semillas tratadas en bosque comienzan con un contenido de lipidos similar al

del lote control, a las 12 h encontramos menos lipidos en las semillas tratadas con respecto al
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control, asi durante el priming comenzaron la movilizaron de las reservas, o bien se sintetizaron

0 activaron a las enzimas necesarias para que esto ocurra.

En Arabidopsis thaliana, se ha encontrado que al inicio de la germinaciéon hay movilizacién de
lipidos pero no hay una participacion del ciclo del glioxilato, via que es una forma modificada del
ciclo de los &cidos tricarboxilicos y que a través del uso de 2 moléculas de Acetil-CoA producira
una molécula de 4 carbonos, el succinato. Este ultimo serd el sustrato para los procesos
biosintéticos y de respiracion. El producto biosintético final de la degradacién de lipidos en el
estadio post-germinativo es la sacarosa, pero la movilizacién de lipidos en las etapas previas a
la germinacion se ha asociado con un aumento en la tasa respiratoria de las semillas
(Eastmond y Graham, 2001). Asi la movilizacién rapida al inicio de la germinacion, podria llevar
a la acetil-CoA hacia la respiracion y reanudar la actividad de sintesis de ATP en la mitocondria,

molécula necesaria para los procesos biosintéticos.

En plantas no se ha descrito como llegan los carbonos de la acetil-CoA a ser respirados antes
de que se desarrolle totalmente el ciclo del glioxilato, sin embargo, en S. cerevisiae se ha
encontrado que los productos de la degradacién de los triacilgliceroles son bombeados a través
del sistema carnitina/acilcarnitina, tanto en la mitocondria como en los peroxisomas. En plantas
no se ha descrito la existencia del sistema de carnitina, lo que si se ha observado, por ejemplo
en semillas de girasol y lechuga, es que los &cidos grasos son respirados durante la
germinacion, y que el ciclo del glioxilato no se encuentra funcional, ya que las dos enzimas
clave del ciclo del glioxilato, la malato sintasa y la citrato liasa, ain no se han sintetizado
(Raymond et al., 1992, Salon et al., 1988). Pero en Sacharomyces cereviseae, el acetil-CoA
producto de la B-oxidacion en el peroxisoma se convierte a citrato y éste se transporta hacia la

mitocondria.
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En semillas mutantes de Arabidopsis denominadas icl-1 e icl-2, mutantes que son incapaces de
sintetizar a la enzima isocitrato liasa, se encontré que las semillas presentan de 5 a 10 veces
menos carbohidratos solubles, aumentan su tasa respiratoria, asi como la cantidad de
aminodcidos y acidos organicos y se encuentran degradando activamente lipidos a una tasa
mayor que las plantas silvestres, pero llegan a germinar y establecerse como plantas
(Eastmond y Graham, 2001). Lo que prueba que el ciclo del glioxilato no es necesario para que
la germinacion ocurra, e incluso para que se establezca la planta como organismo autotrofico.
Sin embargo, cuando las plantas mutantes son crecidas en oscuridad, las semillas germinan
pero son incapaces de desarrollarse, ya que necesitan un aporte de carbono adicional, que en
el caso de las plantas que estuvieron expuestas a la luz lo obtienen de la iniciada actividad

fotosintética en las hojas.

Si consideramos entonces que los lipidos degradados son respirados, la otra reserva de
carbono importante en la semilla de D. viscosa, que funcionard en la biosintesis de los nuevos
compuestos que necesita la semilla para llegar a germinar, son los carbohidratos y
principalmente la sacarosa. Respecto a la movilizacion de sacarosa, encontramos que las
semillas control movilizan la sacarosa a una velocidad de 0.872 mg glucosa/ g tejido dia,
mientras las semillas que fueron tratadas con priming mostraron nuevamente un adelanto en la
movilizacién de las reservas durante la germinacion, aunque partieron de contenidos similares
de sacarosa, la velocidad de uso del carbohidrato fue mayor y mas aun en las semillas del lote
gue paso por el priming en claro (2.12 mg glucosa/ g tejido dia, 12h), y se estabiliza entre las 24
y 72h en un contenido de sacarosa de 0.711 mg /g tejido. El lote que transcurrié por el priming
de bosque degradd la sacarosa durante la germinacibn mas lentamente que las semillas
tratadas con priming en claro, pero alcanzé a las 72h un valor final de sacarosa similar y 1.57
veces menor que en el lote control. El aumento en la tasa de degradacion de la sacarosa llevo a

la semilla tratada con priming a presentar contenidos mas elevados de fructosa y glucosa en
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las primeras 24h de la germinacion. Ninguna de las hexosas llegd a cero, lo cual es légico si
tomamos en cuenta, que estos carbohidratos ademas de ser fuente de carbono y energia,

proporcionan la osmolaridad necesaria a la célula para mantener su turgencia.

En semillas de maiz se ha observado que la sacarosa se moviliza rapidamente en las primeras
8 horas de la germinacion, con una disminucion del 60% de la sacarosa que se encuentra en el
eje embrionario, pero a las 24 horas comienza de nuevo a incrementarse, justo cuando la
degradacién de lipidos es maxima, lo anterior demuestra que la sacarosa es el carbohidrato que
se utiliza en el metabolismo de la semilla posterior al periodo germinativo y que se mantiene a
través de la reserva de lipidos (Martinez, 2007). En nuestras semillas de D. viscosa, solo
observamos la disminucion de sacarosa, pero es probable que aun cuando no la veamos, la
sintesis de sacarosa pueda estar ocurriendo de manera discreta, ya que el balance es negativo
para la sacarosa, y es probable que si se realizara la medicién de sacarosa a tiempos mas

prolongados podriamos observar que la sacarosa se incrementa.

7.3. Efecto del priming en el catabolismo de la sacarosa

En vista de que la degradacién de la sacarosa es activa durante la germinacion, determinamos
la actividad de las enzimas que son mas importantes en su movilizacién. La sacarosa se
degrada a través de dos enzimas, la sacarosa sintetasa y la invertasa, la primera al producir
fructosa y UDPglucosa, se conoce como una enzima ahorradora de energia, ya que la glucosa
se encuentra en una forma activada que no requiere la inversion de ATP. La UDPglucosa se
puede utilizar en la semilla para la sintesis de nuevos componentes de la pared celular,
mientras que la fructosa necesariamente tendr4 que ser fosforilada para entrar a la via
glucolitica (Sturm y Tang, 1999). Por otra parte, la actividad de las invertasas proporcionara
glucosa y fructosa, estos carbohidratos podran ser utilizados por el metabolismo, ya sea para

entrar al ciclo de las pentosas, ya que se hace necesaria la produccién de ribosas y NADPH
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para la sintesis de nucleétidos y comenzar la reparacion y sintesis de DNA y otros nucleétidos
como RNA y coenzimas; ademas de la xilulosa que se usa en la sintesis de pared celular. Por
otro lado, las hexosas pueden continuar con la via glucolitica para sintetizar intermediarios

biosintéticos (ciclo de Krebs) o bien enlaces de alta energia (ATP o NADH).

La actividad de hidrdlisis de la sacarosa se vuelve entonces necesaria para que la germinacion
proceda. Las invertasas son enzimas que presentan diferente localizacion subcelular, las que
se han caracterizado como importantes en favorecer o potenciar la entrada de nutrientes hacia
las células son la invertasa vacuolar y la invertasa de pared celular. La invertasa vacuolar es
capaz de degradar de manera activa a la sacarosa almacenada de manera transitoria en la
vacuola, de tal forma que al degradarse la sacarosa, las hexosas producidas pueden ser
transportadas hacia el citoplasma para su metabolismo. Pero al degradarse la sacarosa, la
célula percibe que hay una disminucién en su contenido y esto favorece la entrada de mas
sacarosa a la célula y a la vacuola, es por ello que se dice que la invertasa vacuolar favorece la

demanda de fotosintatos (Roitsch, 2004).

Al medir la actividad de la invertasa vacuolar encontramos que las semillas control aumentan la
actividad de la enzima en las primeras 12h de germinacion (4.1 veces) y posteriormente a este
tiempo se mantiene constante y vuelve a incrementarse ligeramente a los 3 dias de la
germinacion; lo cual muestra que la actividad de la invertasa vacuolar es necesaria para la
movilizacion de las reservas almacenadas en la vacuola. Al realizar el tratamiento de priming, la
actividad de la invertasa vacuolar se incrementa, sin embargo, presenta diferencias importantes
en cuanto a la forma de la curva y la magnitud del incremento, si el priming fue en bosque o en
claro. En el primer caso (bosque), las semillas, desde un inicio y durante los tres dias que se
germinaron, mantuvieron un incremento gradual en la actividad de la enzima, lo cual estara

proveyendo de manera constante de hexosas al hidrolizar la sacarosa que esta en la vacuola.
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Esta mayor actividad podria deberse a que durante el tiempo del priming se hubiera sintetizado
mayor cantidad de proteina o de alguna isoforma para la enzima y por tanto esto nos lleva a
una mayor actividad de invertasa, o bien a que la enzima que se encontraba en la semilla seca,
al comenzar la hidratacion, tomo la conformacién Optima para su actividad, o bien la enzima fue
modificada covalentemente para ser mas activa durante el periodo germinativo, aunque para la
invertasa no se ha documentado la modificacion covalente, pero lo que si se sabe es que existe

un inhibidor proteico de la enzima (Roitsch, 2004).

En cuanto a la expresion diferencial de isoformas de enzimas, se ha documentado cuando
menos en maiz, que el producto del gen de la Invrl disminuye gradualmente al cultivar células
en suspension durante 48h, mientras que la Invr2 se reduce después de 18 h de cultivo. El
regreso a los niveles normales del transcrito para ambos genes se produce cuando son
colocadas a crecer las células en sacarosa, por lo que la regulacion de la expresion de las
diferentes isoformas depende de la disponibilidad de su sustrato (Xu et al., 1996). Si
relacionamos que durante la germinacion de las semillas de Dodonea que fueron sometidas a
priming en bosque, hay un aumento constante en la concentracion de glucosa y que esto
coincide con el aumento sostenido en la actividad de la enzima, podriamos especular que

alguna forma de invertasa se encuentra regulada positivamente por la glucosa.

Respecto a la modificacion de la actividad por la presencia de la proteina inhibidora de la
invertasa, podria haber ocurrido una disminucion en la expresion de esta dltima, lo que nos
llevaria a un aumento en la actividad de la invertasa. Sin embargo, hay pocos estudios sobre la
proteina inhibidora y alin no se ha establecido con certeza el papel de ésta en la fisiologia de la

planta (Rausch y Greiner 2004).
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Por otra parte, las semillas que pasaron por el priming natural en claro presentaron un maximo
de actividad a las 12h que fue de 5.1 veces con respecto al control, y posteriormente disminuyo
a valores cercanos aunque ligeramente mas altos que los del control. EI aumento inicial tan
grande en la actividad de la invertasa vacuolar de las semillas tratadas con priming en claro,
explica porque a las 12h en estas semillas encontramos un aumento importante en fructosa y
una disminucioén en el contenido de sacarosa, y es posible que haya ocurrido una movilizacion
elevada de la sacarosa a las 12h, por lo que la posterior caida de la actividad podria sugerir que
ya no se hace necesaria su actividad porque ya movilizé la sacarosa almacenada en la célula.
El aumento transitorio en la actividad de la enzima podria deberse nuevamente a la presencia
de una isoforma mas activa, o bien a cambios en los niveles de los diferentes carbohidratos que
puedan regularlas. EI maximo nivel de actividad que encontramos a las 12h coincide con el pico
maximo de contenido de glucosa a ese tiempo, lo que sugiere que las hexosas estan
aumentando en el citosol y son disponibles al metabolismo, también encontramos que es el
punto en el que se degradd mas rapidamente la sacarosa y posterior a este tiempo ya no hay
cambio en el nivel de sacarosa y disminuye el de la actividad de la invertasa vacuolar. La
disminucién en la actividad podria explicarse por la disminucidon en la concentracion de su
sustrato, la sacarosa, y también a que el incremento grande en glucosa en un tiempo previo,
podria ser la sefial para apagar la transcripcion del gene. Por lo que debe de haber una
regulacién coordinada entre la disponibilidad de azlcares (glucosa o sacarosa) y la

transcripcion del gene.

En cuanto a la invertasa de la pared celular, también se encontraron incrementos en la actividad
de éstas cuando las semillas fueron tratadas con priming, que conllevan a un patrén de
actividad diferente al de las semillas control. Se observé que las semillas control mantuvieron
una actividad baja y constante de sus invertasas de pared celular, lo que nos hace pensar que

tal vez no se necesite aln de reservas externas que requiera que estas enzimas se encuentren
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activas o bien que no se hayan emitido las sefiales que conlleven a funcionar a las mismas, ya
que se sabe que las invertasas de pared celular estan reguladas por estimulos ambientales,
como es la respuesta a factores de estrés de tipo bidtico y abiético (Koch, 2004). En este
sentido, la regulacién de la actividad de las invertasas, que generalmente es en aumento en la
actividad, se produce cuando hay un cambio en la concentracion de diferentes carbohidratos,
como glucosa y sacarosa. En los casos en los que no se ha observado cambio en la actividad,
se ha propuesto que el tejido examinado presenta de por si contenidos altos de azlcares o bien
es un tejido almacenador, por lo que cambios discretos en la concentracion de carbohidratos no
afectan la actividad de la enzima. Sin embargo, cuando un tejido no es almacenador sino que
se encuentra en activo crecimiento, pequefias modificaciones en el contenido de azucares si

impactan en un aumento en la transcripcion del gene (Koch, 2004 y Sturm 1999).

En nuestro caso, las invertasas de la pared celular de las semillas que fueron tratadas con
priming natural, estan respondiendo a los cambios en los contenidos de glucosa y sacarosa, y
debido a que estas semillas (las tratadas con priming) han pasado por un proceso de estrés
como es la sequia o bien demas situaciones ambientales adversas, es probable que la semilla
encienda los sistemas enzimaticos que requiere y que el suministro de nutrientes se esté

llevando a cabo en este estadio de desarrollo.

Al igual que lo observado para la invertasa vacuolar, la actividad de la invertasa de pared
celular mostré6 comportamientos diferentes entre los dos tratamientos de priming, uno
mostrando un pico de actividad maximo y otro un aumento constante en la actividad. Cuando se
lleva a cabo el tratamiento de priming en claro se obtiene el maximo en la actividad a las 24h
que llega a ser 43.1 veces mayor que el control y la posterior disminucion alcanza valores
similares a los que presentan las semillas control. Mientras que la curva que presentaron las

semillas del priming en bosque no presento diferencias con respecto al control hasta las 24h de
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germinacion, pero a partir de las 48h la actividad se incrementa hasta 22.7 veces y continua en
aumento durante el resto del periodo germinativo. Las diferentes condiciones que caracterizan a
los ambientes en los cuales se llevé a cabo el priming, claro y bosque, pueden ser la principal
causa por la cual se observan estas diferencia en la actividad de las invertasas de pared
celular, ya que se ha reportado que las invertasas responden a estimulos ambientales asi como
a la presencia de patdgenos, lo que nos indica la importancia de las invertasas de pared celular

para la sobrevivencia y aclimatacion de las semillas (Koch, 2004).

El priming en bosque le permite a la semilla responder al menos en la movilizacion de carbono
mediada por invertasas, de manera gradual y sostenida, ya que sus dos invertasas 4cidas,
responden de igual manera. Mientras que las semillas que fueron sometidas al priming en claro,
muestran un pico de actividad de sus invertasas 4cidas, a tiempos y magnitudes distintas, pero
con un comportamiento de actividad maximo transitorio. Esto nos habla de que la respuesta al
estimulo ambiental, como se menciong, es distinta y que la movilizacion de sacarosa a través
de las invertasas es un buen marcador de que el ambiente puede ayudar o cambiar la
expresion de las enzimas germinativas para poder contender con el estrés que a la semilla o

joven plantula le depara.

Por otro lado, se sabe que la funcién de esta enzima no sélo es de proveer de carbohidratos o
sustancias heterotréficas para el crecimiento, sino también esta a cargo de mantener un
balance entre el contenido de sacarosa y hexosas requerido como mecanismos de sefializacion
que regulan el desarrollo de las plantas (Roitsch, 2004), por lo cual una vez que la semilla ha
germinado y hasta que se establezca como un organismo autotréfico necesita el importe de
nutrientes provenientes de la movilizacibn de reservas externas, que pueden estar siendo
importados debido a la alta actividad de la invertasa de pared celular, pero sobretodo por la

produccion de las hexosas, glucosa y fructosa, que al ser transportadas al citoplasma,
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mediante transportadores de hexosas, pueden generar sefiales o aumentar la actividad de otras
enzimas celulares que son necesarias para el establecimiento de la plantula

(Sherson et.al., 2003).

La actividad de las invertasas resultaron ser entonces un buen marcador de que el priming
acelerd la movilizacion de las reservas de carbono, preparando a la semilla para su posterior
etapa de desarrollo, la planta en crecimiento, asi como para las condiciones cambiantes del

ecosistema en el que sobrevivira.
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CAPITULO IV

CONCLUSION

Dados los resultados de sensibilidad (82%) y especificidad (75%), considero
de utilidad para el diagndstico temprano de sepsis de origen quirlrgico, el uso de
procalcitonina sérica en el servicio de Urgencias y UCI (Unidad de Cuidados
Intensivos) de este Hospital.

En los casos con diagnodstico de pancreatitis aguda (de cualquier etiologia)
no es de utilidad la determinacién de procalcitonina, ya que los resultados arrojados
por el presente estudio, confirman lo descrito en la literatura actual; es decir, la
procacitonina puede tener resultados falsos positivos y falsos negativos, lo cual no
cambiarda el plan terapéutico a seguir.

El presente estudio, podra servir de piloto para posteriores investigaciones
y/o analisis en este Hospital, sobre todo respecto a cuestiones de tipo administrativo
(Costo-Beneficio y dias de estancia hospitalaria) ya que los pacientes con
diagnéstico de sepsis grave tienen periodos de internamiento prolongados, sobre
todo en los casos de diagnéstico tardio, y ello condiciona costos muy elevados tanto
para los familiares y la propia Institucion, sin dejar de mencionar la alta mortalidad
gue existe en este subgrupo de pacientes.

Finalmente, es conveniente mencionar que al igual que el resto de estudios
paraclinicos, la determinacién de procalcitonina sérica no sustituye al diagndéstico
clinico de sepsis; sin embargo, su utilidad es de apoyo para normar conductas
terapéuticas tempranas y disminuir morbi-mortalidad en un grupo de pacientes con

enfermedades graves.

-43-



Determinacion de Procalcitonina en Pacientes con Sepsis de Origen quiriirgico

2007

CAPITULO V

5.1

ANEXOS

GRAFICAS
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GRAFICA No. 1
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Bl Femenino
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GRAFICA No. 3
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5.2

HOJA DE VACIAMIENTO DE DATOS

Nombre

Expediente

Diagnostico

Ingreso

Egreso

Israel Antonio Pefiufiuri

31244-05

Trauma penetrante de
abdomen por arma PC

Trauma penetrante de
abdomen por arma PC

Raul Fdo. Mtz. Arvizu

31512-05

Apendicitis

Apendicitis

Claudia Siqueiros Bacagua

31570-05

Coriocarcinoma PO
Colostomia

Coriocarcinoma PO
Colostomia

Rocha Anaya Leonardo

30615-05

Pancreatitis

Pancreatitis

Lino Rubio Vega

31362-05

Trauma abdominal PAF

Trauma abdominal PAF

Victoria Cano Ruiz

31337-05

Bilioperitoneo-Sepsis

Bilioperitoneo-Sepsis

Jose Luis Jerez Clemente

32400-05

Trauma abdominal PAF

Trauma abdominal PAF

Sergio Daniel ulloa

32562-05

Absceso hepatico Piog.

Absceso hepatico Piog.

Jose Fco. Cordova Cordova

770-99

Fascitis MTD

Fascitis MTD

Josefina Almada R.

16440-05

Adenocarcinoma Rectal

Adenocarcinoma Rectal

Jose L. Mosqueda

33102-05

Trauma abdominal PAF

Trauma abdominal PAF

Miguel Quintana Lopez

32892-05

Trauma abdominal PAF

Trauma abdominal PAF

Donald Abella

280-06

Pancreatitis B.

Pancreatitis B.

Matilde Alvarez Flores

7608-06

Hemorragia intracraneal

Neumonia/Empiema

Giovani Lopez Ayala

7762-06

Politraumatizado

Neumonia/Empiema

Antonio Mendoza Loreto

278-06

Sepsis postgx

Neumonia/Empiema

Ana Margarita Bernal Pérez

401-06

Apendicitis complicada

Choque séptico

Donald Abella

280-06

Pancreatitis

Pancreatitis

Maria Ema Zamora Noriega

1106-06

Pancreatitis

Pancreatitis

Roberto Cruz Estrella

15331-06

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

Francisco Palma Cruz

16176-06

Sepsis

Sepsis

Francisco Badilla Escalante

14615-04

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

Erika Cano Cesefia

17368-06

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

JesUs Maria Acosta Andrade

17712-06

Pancreatitis

Pancreatitis

Maria del Carmen Ruiz Lopez

7289-06

Abdomen agudo

Sépsis abdominal

Ezequiel U Ordufio Haro

10085-06

Fascitis MPI

Chogque séptico

Armida Quevedo Montijo

830-06

Dehiscencia de herida gx

Osteomelitis esternal

Benjamin Lujan acufia

9096-06

Revascularizacion cor.

Choque séptico

Tomas Ortega Gonzalez

3444-06

Fascitis MPD/Sepsis abd

Choque séptico

Juan Carlos Galicia Saavedra

13070-06

Fascitis MPD

Fascitis MPD

Francisca Charmonate Méndez

6896-06

Fascitis MPI

Fascitis MPI

José Ma. Garcia Cordero

8127-06

Choque séptico

Sépsis abdominal/necrosis

José Luis Tapia Torres

11397-06

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

Giovani Lopez Ayala

7762-06

Politraumatizado

Empiema

Sergio Corrales

15802-06

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

Matilde Alvarez Flores

7608-06

Hemorragia intracraneal

Empiema

Joaquin Rios Sanchez

7365-06

Fascitis MPI

Chogue séptico

Socorro Alcantar Rojas

4696-06

Empiema

Choque séptico

Luis Aurelio Barreras Lopez

12428-06

Sx. Fournier

Sepsis abdominal

Mario Ruiz Ortiz

12939-06

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

Norberto Miranda Chavez

11899-06

Estatus epiléptico

Absceso en cuello

Mario Cruz Robles

182-99

Abdomen agudo

Gastroduodenitis

Isabel Yafiez Parra

19027-06

Perforacion Intestinal

Choque séptico

Esteban Ortega Espinoza

19354-06

Choque septico

Empiema

Fco. Jimenez Suarez

1691-02

Sepsis abdominal

Sepsis abdominal

Susuki Mtz. Lépez

2553-06

Celulitis Brazo izg.

FascitisNecrotizante

Alma Delia Ramirez

27923-01

Pancreatitis

Pancreatitis

Griselda Dominguez

5338-06

Pancreatitis

Pancreatitis

Gpe. Gtz. Mtz.

21696-01

Sepsis abdominal

Chogue séptico

Martha Sandoval

4050-84

Choque septico

Choque séptico

Rene Vasquez G.

12139-06

Trauma penetrante de
abdomen por arma PC

Choque séptico
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Fecha de ingreso

Fecha de egreso

Dias
Estancia

Leucocitos

Neutrofilos

Plaquetas

Linfocitos

28/11/2005

03/12/2005

134000

01/12/2005

10/12/2005

192000

02/12/2005

08/12/2005

313000

15/11/2005

03/12/2005

373000

25/06/2005

12/07/2005

779000

28/11/2005

20/12/2005

401000

18/12/2005

02/01/2006

111000

20/12/2005

22/12/2005

600000

26/12/2005

01/01/2006

123000

19/12/2005

27/12/2005

229000

30/01/2006

12/02/2006

524000

26/12/2005

09/01/2006

29000

05/01/2006

22/01/2006

142

14/05/2006

23/05/2006

322000

16/05/2006

27/05/2006

253000

06/01/2006

20/01/2006

154000

08/01/2006

09/02/2006

280000

05/01/2006

26/01/2006

153000

21/01/2006

14/02/2006

155000

08/09/2006

27/09/2006

67000

20/09/2006

29/09/2006

146000

29/09/2006

19/10/2006

341000

06/10/2006

18/10/2006

406000

03/10/2006

20/10/2006

40000

09/05/2006

19/05/2006

283000

22/06/2006

20/08/2006

444000

18/02/2006

15/03/2006

223000

15/07/2006

21/08/2006

168000

04/03/2006

25/05/2006

214000

07/08/2006

28/08/2006

275000

02/05/2006

14/06/2006

81000

24/05/2006

26/05/2006

189000

13/07/2006

22/08/2006

176000

16/05/2006

01/06/2006

251000

15/09/2006

01/10/2006

433000

16/05/2006

25/05/2006

197000

13/05/2006

03/06/2006

66000

26/03/2006

30/03/2006

247000

28/07/2006

04/08/2006

430000

05/08/2006

17/08/2006

21000

20/07/2006

24/07/2006

15000

23/06/2006

01/07/2006

201000

03/11/2006

08/11/2006

163000

08/11/2006

18/11/2006

61000

17/02/2006

04/03/2006

131000

02/03/2006

17/04/2006

168000

07/04/2006

17/04/2006

216000

07/04/2006

19/04/2006

270000

04/06/2006

07/06/2006

42000

20/06/2006

12/07/2006

288000

24/07/2006

08/08/2006

131000
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Temperatura Frecuencia Cardiaca Frecuencia Respiratoria

Dia 2 Dia 3 Dia 2 Dia 3 Dia 2 Dia 3

37.1 38.1 131 130 22 18

110

80
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PROCALCITONINA (0=NEG)
Antibiotico

Fecha de toma i\loorﬁg: Valor dial | Valor dia2 | Valor dia3 | Valor dia 4

Cefta-Merop. 30/11/2005 2 10

Meropenem 02/12/2005

N

10

Metro-Cefta 02/12/2005
Meropenem 17/11/2005
Metro-Van-Cipro 12/07/2005
Cefta-Merop. 10/12/2005
Cefotax-Merop. 20/12/2005
Metro-Cefta 21/12/2005
clindamicina 28/12/2005
Meropenem 02/01/2006
Levofloxacino 30/01/2006
Mero-Metro 30/01/2006
Cefta-Levo 05/01/2006
Moxifloxacino 18/05/2006
Cefta-Amika 22/05/2006
Imipenem 06/01/2006
Meropenem 09/01/2006
Levofloxacino 05/01/2006
Meropenem 21/01/2006
Imipenem 10/09/2006
Meropenem 05/10/2006
Mero-Metro 03/10/2006
Mero-Vanco 06/10/2006
Imipenem 17/10/2006
Mero-cefta 17/05/2006
Cefta-genta-mero 22/06/2006
Cefta-ampi-vanco 18/02/2006
Cefta-vanco-mero 19/07/2006
Merop-Vanco 21/04/2006
Mero-clinda-peni 08/08/2006
Vanco-clinda-mero 02/05/2006
Imip-Clinda 24/05/2006
Vanco-cefta-metro 14/07/2006
Imipenem 22/05/2006
Metro-imipenem 17/09/2006
Mero-vanco-cefta 18/05/2006
Mero-cefta-vanco 14/05/2006
Mero-clinda 26/03/2006
Mero-Metro 28/07/2006
Imipenem-metro 08/08/2006
Imipenem 20/07/2006
Ceftazidima 23/06/2006
Meropenem 05/11/2006
Mero-clinda 08/11/2006
Meropenem 18/02/2006
Meropenem 02/03/2006
Imipenem 07/04/2006
Imipenem 08/04/2006
Meropenem 04/06/2006
Cefta-clinda 20/06/2006

0

o
o1

(621 )N

=
o

N

-
o

[=1 N1 ¥ (=] [ V] [=] (=}

JAN
)]

ey
o

o

o
3
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Meropenem 24/06/2006

D
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Sitio Foco Septico

Estatus del paciente

Vivo

Finado

Cultivos

Operacién o Reoperacion?

No

Abdomen

1

Abdomen +

Abdomen-perforacion ciego

Abdomen +

Herida QX

HxQx +

No

No

Abdomen

Abdomen +

Abdomen-Bilis infectada

Abdomen +

Abdomen/Pulmén

Abdomen +

Higado-Abdomen

Abdomen +

MPD

Hemocult.+S.betaHem.

Abdomen/Pulmén

Hemocultivo +

Abdomen

Abdomen +

Abdomen

Abdomen y bronquial +

No

No

Pulmén/Pleura

Pleura +

Pulmén/Pleura

Bronquial +

Pulmén/Pleura

Bronquial +

Abdomen

Abdomen y bronquial +

No

No

No

No

Abdomen

Bilis +

=

Hueso

Mielocultivo +

Abdomen

Abdomen y bronquial +

Abdomen

Abdomen +

Abdomen-pulmén

Abdomen y bronquial +

Abdomen

Abdomen +

Tejidos blandos facia

Tejido +

Herida Qx

HxQx +

Herida Qx

HxQXx y bronguial +

Abdomen-Facia

Hemocultivo +

Tejidos blandos facia

Tejidos blandos +

Tejidos blandos facia

Hemo, orina y esputo +

Tejidos blandos facia

Tejidos blandos abdomen +

Higado (abscesos)

No

Pleura

Pleura y bronquial +

Abdomen

Abdomen +

N R

Pulmén/Pleura

Pleura y bronquial +

Abdomen

Abdomen +

Pleura/Pulmén

Pleura y bronquial +

Abdomen

Abdomen +

Abdomen

Abdomen +

Periodontal/Tej.blandos

Tej. Blandos +

Abdomen

Abdomen +

Abdomen

Abdomen +

Pleura/Pulmén

Pleura y bronquial +

Abdomen

Abdomen +

Tejidos blandos facia

Tej. Blandos +

No

No

No

No

Abdomen

Abdomen +

Abdomen

Abdomen +

Abdomen

Abdomen y bronquial +
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CAPITULO VI
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