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1. RESUMEN
Antecedentes: Sepsis es la manifestacion clinica de una respuesta sistémica del organismo
a una infeccidon, considerando al choque séptico una entidad dentro del terreno de la
medicina que ha tomado gran auge en el pasar de los afios. Anteriormente, en el pais existia
gran mortalidad de pacientes por dicha patologia. En la actualidad se realizan innumerables
estudios de investigacion para poder prevenir, diagnosticar y tratar a esta patologia, con

nuevos biomarcadores como lo es la procalcitonina y las citocinas.

Justificacion: El Hospital Juarez de México se considera un hospital de tercer nivel, cada
vez con mas servicios y subespecialidades pediatricas; a su vez, cuenta con un laboratorio
de inmunologia en el area de investigacion donde actualmente se llevan a cabo diversos

tipos de investigacion, considerados a la vanguardia en paises de primer mundo.

Objetivo: Comparacion en la utilidad de la determinacién temprana de choque séptico,
utilizando procalcitonina y citocinas en pacientes que ingresan al servicio de Terapia

Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez de México.

Material y métodos. Se realizé de un estudio no experimental, transversal, correlacional y
prospectivo. Para este estudio se tomardn muestras sanguineas en un tubo con EDTA y otro
sin anticoagulante para citocinas, y otro seco para la prueba de procalcitonina, a pacientes
con edad comprendida entre 1 mes y 16 afios, que ingresen al servicio de Terapia
Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez de México, tras consentimiento informado
firmado por el responsable del paciente. En un periodo comprendido del 1° de enero al 31
de diciembre del 2015. Una vez tomada la muestra, se enviara de inmediato al laboratorio
de Inmunologia de la Division de Investigacion y al Laboratorio Central para el proceso de
las muestras por medio de técnicas de citometria de flujo, el cual serd realizado por

personal especializado dicho servicio.

Criterios de inclusion: Todos los pacientes de un mes de vida hasta 16 afios, que se
encuentren hospitalizados en el servicio de Terapia Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez

de México con diagndstico de choque séptico. Sexo indistinto.



Criterios de no inclusién Pacientes que ingresen solo para monitorizacion hemodinamica.
Pacientes sin diagnéstico de choque séptico. Pacientes menores de un mes o mayores de 16

anos de edad.

Criterios de exclusion Pacientes que deseen salir del protocolo, pacientes cuyos estudios

no se realicen.
Resultados:

En el periodo comprendido del 1° de enero al 31 de diciembre del 2015, ingresaron a
Terapia Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez de México un total de 23 pacientes (n=23),
de los cuales el 65.2% pertenecian al género masculino y 34.8% al género femenino. En
cuanto a la edad, se obtuvo un promedio de 106 meses, es decir, 8.8 afios; desviacion
estandar de 5.1 afios, y un rango de 17.2 afios. Se obtuvo el valor de la media de IL-12 de
13.7291, TNF de 9.9196, IL-10 de 286.3783, IL-6 de 1000.5299, IL-1B de 8.9361, IL-8 de
2017.0652 y Procalcitonina de 33.1796, encontrando una correlacion estadisticamente
significativa entre IL-1B y IL-12, relaciéon directamente proporcional y de magnitud

moderada (r:0.504, p:0.14).

De igual forma, IL-10 y IL-6 correlacionaron positivamente de manera significativa,
evidenciando una fuerza de relacion muy alta, casi perfecta (r0.905, p0.000). Finalmente,
se observo correlacion directamente proporcional entre IL-6 y IL-1B, con magnitud

moderada y significancia estadistica (r0.514, p 0.012).

Conclusion:

En esta investigacion podemos sefialar la relacion directamente proporcional y estadistica
de ciertas interleucinas entre si; sin embargo, no se muestra correlacion entre las antes
mencionadas y la procalcitonina, al observar la tabla de resultados se pensaria que todas las
interleucinas se elevarian en una manera directamente proporcional en un proceso agudo de
infeccion; sin embargo, estadisticamente no lo es asi, se encuentra una correlacion casi
perfecta con la interleucina 10 y la interleucina 6, esto es de llamar la atencion, puesto que
la literatura marca a la interleucina 1 y 6 como las inflamatorias agudas, la procalcitonina

tampoco guarda correlacion estadistica comparandola con alguna otra citocina, por lo que a
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futuro se puede tomar estas 2 interleucinas para investigar cual es mas sensible y especifica

en el proceso de choque séptico, asi como un indicador de gravedad o sobrevida.



TITULO:

Relacion entre procalcitonina y citocinas en pacientes pediatricos con choque
séptico que ingresan al servicio de Terapia Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez de

México.
ANTECEDENTES:

Sepsis es la manifestacion clinica de una respuesta sistémica del organismo a una

infeccion,?) y de acuerdo al consenso del 2005, se elaboraron las siguientes definiciones:

e Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS)

e Sepsis
e Sepsis grave
e Choque séptico

El SRIS est4 determinado por la presencia de al menos dos de los siguientes cuatro

criterios:
e temperatura central >38.5 0 <36 °C

e taquicardia (FC promedio >2 desviaciones estandar por encima de lo normal
para la edad ) en ausencia de estimulo externo , uso cronico de farmacos o
dolor crénico, o elevacion persistente no explicada por otras causas durante un

periodo de media hora a 4 horas ¢

Para nifios de < 1 afio, bradicardia (FC promedio < percentil 10 para la edad en
ausencia de estimulo vagal externo, farmacos bloqueantes f—adrenérgicos o
cardiopatia congénita ) o depresion persistente no explicada por otras causas

durante un periodo de media hora.

e Frecuencia respiratoria promedio >2 desviaciones estandar por encima de lo

normal para la edad o ventilacidon mecéanica para un proceso agudo que no estd



relacionado con enfermedad neuromuscular subyacente ni con anestesia

general.

e Recuento de leucocitos alto o bajo para la edad (que no se deba a leucopenia

inducida por quimioterapia ) o >10% de neutréfilos inmaduros.

La sepsis se define como SRIS cuando se sospecha o se demuestra la presencia de

infeccion, o bien cuando es consecuencia de ésta.
La sepsis grave se define como:

e Sepsis mas disfuncion cardiovascular o sindrome de dificultad respiratoria

aguda o
e Sepsis mas insuficiencia de dos o mas 6rganos.

El choque séptico se define como sepsis con disfuncion cardiovascular (hipotension,
uso de farmacos vasoactivos, perfusion de 6rganos inadecuada) pese a la administracion

intravenosa de bolos de liquidos isotonicos >40ml/kg en una hora. )

La desnutricion, prematurez o los padecimientos congénitos, asi como la inmadurez
del sistema inmune son factores de riesgo en los niflos que los hacen mas susceptibles a la
infeccion. Estas condiciones permiten la instalacion de la infeccion de manera gradual y
apenas perceptible en sus inicios con sintomas que no son especificos y cuando aparecen
las manifestaciones floridas el paciente se encuentra gravemente enfermo. Por ejemplo E.
Volante reportd una incidencia en recién nacidos (1-10/1000 recién nacidos vivos) y el

porcentaje de mortalidad muy alta: 15-50% de los nifios afectados ¥

Las manifestaciones clinicas no son especificas y los parametros de laboratorio
como son cuenta de globulos blancos o proteina C reactiva (PCR) son de valor limitado en

la identificacion de los nifios afectados ©

Asi mismo en otros estudios, ® la cuenta de globulos blancos mostré una menor
sensibilidad en la deteccion de infeccidon neonatal, de la misma manera la combinacion en

la cuenta de neutréfilos totales, la relacion bandas/neutrofilos y la cuenta plaquetaria no
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fue lo suficientemente especifica y sensible para esta patologia. . La proteina C reactiva

se ha estudiado como un indicador temprano de Sepsis. ®

Los sintomas mas especificos, como la hipotension arterial o elevacion del lactato
sérico, a menudo indican la progresion de la disfuncion de érganos (sepsis grave) asociadas
a una tasa de mortalidad que aumenta de 35% a 70%. La terapia temprana dirigida puede
reducir la mortalidad significativamente si se inician a las 6horas ), lo cual resalta la
necesidad de herramientas de diagnostico confiables. Los requisitos para un marcador de
sepsis ideal son alta sensibilidad y especificidad, facil manejo y bajos costos. El marcador

debe ser capaz de indicar las etapas de la enfermedad y el prondstico del paciente !9

Un marcador de sepsis es util solo si afiade valor al juicio clinico del médico.

Idealmente un marcador de infeccion o sepsis deberan cumplir los siguientes requisitos:

1. Debe acortar el tiempo y mejorar el diagnostico.

2. Debe facilitar la diferenciacion entre inflamacion de causa infecciosa y no
infecciosa y sus secuelas en la disfuncioén de 6rganos y choque.

3. Debe permitir la diferenciacion entre infeccion viral y bacteriana.

4. Debe reflejar la eficacia del tratamiento antimicrobiano y otras medidas de control
con mayor precision que las convencionales como la clinica y el laboratorio.
En los pacientes con sepsis, los hemocultivos son positivos en no mas de 30% a

40% 9 y también se pueden encontrar en pacientes sin sepsis. Los resultados positivos

pueden indicar colonizacion o contaminacion sin relevancia fisiopatologica.

Los biomarcadores de sepsis se derivan de la compleja respuesta del huésped a un
estimulo infeccioso. Entre otros, toxinas bacterianas o antigenos de la superficie de
membrana pueden iniciar la activacion plasmatica (sistema del complemento, cascada de la
coagulacion, sistema calicreina, eicosanoides) y vias celulares (granulocitos, trombocitos,
macrofagos, células endoteliales) asi como liberacion de diferentes mediadores (citocinas,

quimiocinas, proteinas de fase aguda). !9

La endotoxina bacteriana activa los monocitos, macrofagos, linfocitos,
fibroblastos, y células endoteliales que producen y secretan IL-1, FNT-a, IFN-a, IL-6, IL-

8, y otras citocinas pro inflamatorias. La IL-6 es estimulada por la IL-1, FNT-0, y la
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endotoxina de la infeccion bacteriana y viral; actia como un indicador de la activacion de
las células T que induce la secrecion de anticuerpos por las células B y que también induce

diferenciacion de las células T citotoxicas, ademas inhibe la produccion de FNT-a.

La PCR es una proteina de fase aguda con propiedades pro y anti-inflamatorias,
liberada por células hepaticas por estimulacion de mediadores inflamatorios como IL-6 e
IL-8. D Aunque algunos estudios evaltian positivamente el incremento de los niveles
plasmaticos de la PCR en pacientes con infeccion y sepsis, muchos otros estudios no
muestran un impacto en la elevacion de ésta para dicho diagnostico o para evaluacion de
sepsis severa. La PCR se encuentra en muchas enfermedades no infecciosas, como
enfermedades autoinmunes y reumaticas, sindromes coronarios agudos, tumores malignos y

después de cirugia.

Las citocinas es la primer respuesta del huésped a un dafio inflamatorio. Son
glicoproteinas liberadas por los macréfagos, monocitos, linfocitos y células endoteliales.
Estas se pueden elevar dependiendo de la etapa de la sepsis. Sin embargo, juegan un papel
menor, ya que tienen una vida media muy corta (minutos). Pueden ser inducidas también
por causas no infecciosas, como la cirugia o enfermedades autoinmunes. FNT- a, IL-1, IL-

6, IL-8, e IL-10 son las citocinas mas importantes asociadas a sepsis. 1%

Se ha demostrado que la IL-6 es de valor diagndstico en sepsis. En el estudio de
Nese y col ¥ los niveles de FNT-a e IL-1B se incrementaron en pacientes neonatos con
sepsis. En los pacientes pediatricos oncoldgicos con fiebre y neutropenia Diepold and
col." encontraron niveles de IL-6 elevados, lo cual constituy6 el mejor pardmetro para
determinar la seleccién de la terapia antimicrobiana. Fiorito y col. !® determinaron en
pacientes con sepsis y choque séptico procalcitonina plasmatica e IL-6, encontrando que
la IL-6 y la procalcitonina son de ayuda en la deteccion temprana en los pacientes
pediatricos con sepsis y que se encuentran niveles elevados de IL-6 en un 100% en
pacientes con shock séptico y en un 97.8% en pacientes sépticos Unicamente. 1® En otro
estudio, Khassawneh ') utilizo marcadores diagndsticos para sepsis neonatal comparado
con Proteina C reactiva, IL -6 e IgM, siendo la IL-6 el marcador mas importante en sepsis

neonatal. En un estudio de Kitanovski y col. '® en 32 nifios con cancer, la IL-6 y la
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procalcitonina fueron mas sensibles y especificas para determinar bacteriemia y sepsis

clinica que la PCR, sobre todo en los nifios con fiebre y neutropenia.

En los pacientes pedidtricos que cursan con meningitis y sepsis implican
dificultades terapéuticas. El utilizar marcadores como IL-1B, IL -6, FNT-a ¢ INF-a
orientan en la severidad de la enfermedad y sirven como predictores de morbimortalidad
en dichos pacientes. ! La IL-1 es predominantemente pro inflamatoria y se manifiesta
durante la infeccion. La regulacion de la actividad de la IL-1 es mucho mas compleja. Los
efectos pro inflamatorios de la IL-1 son mediados por la IL-1a. Los niveles de IL-1P se

incrementan en pacientes con choque séptico severo.

La IL-6 tiene propiedades pro y anti-inflamatorias y puede servir como un predictor de
alarma en humanos en condiciones de sepsis 0 bien como un indicador de la liberacion de

otras citocinas pro inflamatorias como son FNT a e IL -8.

En los estudios de Verboon y col, ?? la determinacion de IL-8, IL-6 y procalcitonina
en el diagndstico de sepsis bacteriana se evaluo la necesidad o no de utilizar antibidticos

lo cual reduce en forma significativa la terapia antibidtica innecesaria.

La procalcitonina (PCT) en un propéptido de la calcitonina. En individuos sanos los
niveles de PCT estan por debajo de 0.1ng/mL. En los pacientes con sepsis, los niveles
pueden aumentar de 5.000 a 10.000 veces. Las endotoxinas bacterianas son un importante
estimulo para la induccion de PCT asi como las infecciones por bacterias Gram +. Aparte
de las infecciones bacterianas, la cirugia mayor, traumatismo grave o las quemaduras
pueden inducir un aumento en los niveles de PCT, aunque dichos niveles no son tan altos
como en pacientes con sepsis grave o choque séptico. La elevacion se detecta dos horas
después de la endotoxemia o bacteriemia. Varios estudios confirman la PCT como
marcador de infeccion severa y sepsis. Los aumentos inespecificos se han reportado en
recién nacidos, pero la monitorizacion diaria resulta Util para detectar complicaciones
sépticas tempranas.1*?) La PCT puede distinguir mejor entre causas infecciosas y no
infecciosas de falla orgénica o choque que otros marcadores. En varios estudios de
prediccidn en pacientes criticamente enfermos, la PCT resulto ser superior al FNT- a, IL-6

y PCR. ®
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Los requisitos para el uso clinico de un marcador de sepsis demanda que los
resultados de dichos marcadores sean capaces de alterar significativamente la toma de
decisiones clinicas. Hasta la fecha, solo unos pocos marcadores son capaces de cumplir con
tales requisitos. Este es el caso de la IL-6 e IL-8, que se utilizan hasta cierto grado en
pediatria y neonatologia. La PCT ha cobrado cada vez mayor aceptacion clinica en los
Gltimos afios por las razones expuestas mas adelante. Esta ha sido aprobada por la FDA
como una herramienta para la evaluacion del riesgo en pacientes en estado critico de la

progresion a sepsis grave y choque séptico.

Un niimero de estudios indican que la sensibilidad y especificidad de la PCT en
sepsis grave es superior a la PCR, IL-6, IL-8 a los parametros convencionales, como el
recuento de leucocitos y la temperatura corporal. Actualmente es el unico marcador de
sepsis util para la diferenciacion de causas infecciosas y no infecciosas de disfuncion
organica y choque séptico. Asi como el curso de los niveles séricos de la PCT reflejan el

éxito del tratamiento rapido de la infeccion o sepsis incluso mejor que los niveles de PCR.
(10)

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El proposito del actual estudio es investigar si existe relacion en el aumento de interleucinas
y procalcitonina en pacientes pedidtricos diagnosticados con choque séptico, tiene gran
importancia, puesto que dicha patologia es en alto porcentaje mortal al momento de
instaurarse, por lo que se debe encontrar algin marcador sensible y especifico para realizar
el diagnostico temprano, evitando asi hospitalizaciones prolongadas, mayor uso de recursos

econdmicos y aumento en la mortalidad.
JUSTIFICACION:

En la actualidad no se cuenta con algun estudio en pacientes pediatricos que
relacione este tipo de variables en un padecimiento como lo es el choque séptico. Al
momento en no se ha establecido un rango de normalidad para citocinas plasmaticas en
pacientes pediatricos, por lo que toda elevacién se marcara como patologica o como

respuesta a inflamacion. Es probable que el conocer los niveles de citocinas plasmaticas
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pueda utilizarse en el futuro como biomarcadores en la etapa aguda de la sepsis y poder asi
establecer un tratamiento oportuno. De ahi la relevancia de investigar qué tipo de citocinas

plasmaticas predominan en diferentes tipos de infecciones que inducen choque séptico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

(Existe relacion entre los niveles de procalcitonina y citocinas en pacientes

pediatricos con choque séptico ?

OBJETIVO PRINCIPAL:

Determinar que si existe una relacién entre procalcitonina y citocinas plasmaticas

para diagnostico temprano de choque séptico en pacientes pediatricos.

OBJETIVO SECUNDARIO

e Determinar si existe relacion entre los diferentes niveles de citocinas plasmaticas,

asi como citocinas y procalcitonina en pacientes pediatricos con choque séptico.

HIPOTESIS DE INVESTIGACION.

Si existe una correlacion directamente proporcional entre los niveles de citocinas

plasmaticas y procalcitonina en la determinacion de choque séptico en forma temprana.

HIPOTESIS NULA

No existe correlacion directamente proporcional entre los niveles de procalcitonina

y citocinas plasmaticas en pacientes con choque séptico.

TAMANO DE LA MUESTRA:

Se estudiardan a todos los pacientes que ingresen al servicio de Terapia Intensiva
Pediatrica del Hospital Juarez de México en el lapso de un afio y que cumplan los criterios

de inclusion.
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TIPO DE ESTUDIO:

Se trata de un estudio no experimental, transversal, correlacional y prospectivo.

MUESTREO:

No probabilistico de sujetos tipo.

CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Todos los pacientes de un mes de vida hasta 16 afios, que se encuentren
hospitalizados en el servicio de Terapia Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez de
Meéxico con diagnostico de choque séptico.

2. Consentimiento informado de los padres.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1. Pacientes que ingresen solo para monitorizacion hemodindmica.
2. Pacientes sin diagnostico de choque séptico.
3. Pacientes menores de un mes o mayores de 16 afios de edad.

4. Pacientes los cuales los padres no acepten la toma de muestra.

CRITERIOS DE ELIMINACION

1. Muestras séricas las cuales son procesadas en un tiempo fuera del rango permitido.

IDENTIFICACION DE VARIABLES

1. Choque séptico :

e Definicion: Es la respuesta sistémica del huésped a la infeccion.
Comprendiendo la evidencia definitiva de infeccion ademas de los signos
clinicos: Temperatura >38°C o <36°C , Frecuencia cardiaca >90 latidos/min,

Frecuencia respiratoria >20 respiraciones/min o PaCO2 <32 mmHg, recuento
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de glébulos blancos >12.000 células/mm3, <4000 células/mm3, o >10 % de
formas inmaduras (en banda), con disfuncidon cardiovascular (hipotension, uso
de farmacos vasoactivos, perfusion de organos inadecuada) pese a la
administracion intravenosa de bolos de liquidos isotonicos >40 mlL/Kg en una
hora.

e Tipo de variable: Nominal.

e Parametro de medicion: presente o ausente.

e Sin unidad de medicion.

2. Procalcitonina : Reactante de fase aguda util en la diferenciacion de
enfermedades infecciosas bacterianas graves, de procesos inflamatorios de otras
etiologias, siendo el principal estimulo la presencia de endotoxinas en sangre,
aunque también se describe su elevacion leve en respuesta a infecciones virales,
infeccion bacteriana localizada, neoplasias y padecimientos autoinmunes. Su grado
de elevacion es dependiente de la gravedad del cuadro clinico. Existen
recomendaciones para su determinacion cuando se requiere apoyo diagndstico en
estados de respuesta inflamatoria sistémica, como auxiliar de monitoreo en la
evolucion y el tratamiento de enfermedades infecciosas bacterianas, como
instrumento diagnostico en fiebre de origen desconocido, en monitorizacion de
estados inflamatorios no infecciosos y como indicador prondstico en casos de sepsis
grave y falla organica multiple

e Tipo de variable: Razon.

e Pardmetro de medicion: Finita.

e Unidad de medicion: pg./ml.

3. Interleucina 8: (IL-8)

e Definicién: es una citocina de la familia de las quimiocinas, de naturaleza pro
inflamatoria. Es un potente factor quimiotactico de neutrdfilos, regula la
produccion de proteinas de adhesion y la formacion de lipidos bioactivos y

amplifica la respuesta inflamatoria local.
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Tipo de Variable: Razon
Parametro de medicion: finita

Unidad de medicion: pg./ml

4. Interleucina 1 (IL-1)

Definicion: citocina con efectos pro inflamatorios. Ejerce efectos sinérgicos al
estimular la cascada de mediadores inflamatorios, desencadenando el
denominado sindrome de respuesta inflamatoria sistémica como consecuencia
de la infeccion

Tipo de Variable: Razén

Parametro de medicion: finita

Unidad de medicion: pg./ml

5. Interleucina 6: (IL-6)

Definicion:  Citocina con actividad antiinflamatoria y proinflamatoria su
liberacion estd inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a FNT [J.
activa a los linfocitos T citotoxicos, células plasmdticas, modula la
hematopoyesis y es la responsable, junto con la IL-1, de la sintesis de proteinas
como el fibrindgeno.

Tipo de Variable: Razon

Parametro de medicion: finita

Unidad de medicion: pg./ml

Interleucina 10: (IL-10)

Definiciéon: también conocida como factor de inhibicion de la sintesis de
citocinas (CSIF sus siglas en inglés), es una citocina con propiedades
antiinflamatorias capaz de inhibir la sintesis de citocinas proinflamatorias por

los linfocitos T y los macrofagos.
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e Tipo de Variable: Razon
e Parametro de medicidn: finita

e Unidad de medicion: pg./ml

2. Interleucina 12: (IL-12)

e Definicién: es una citocina proinflamatoria producida en células presentadoras
de antigenos. Promueve la activacion de la inmunidad celular mediante la
activacion de los linfocitos T colaboradores tipo 1. Estd involucrada en la
diferenciacion de células CD4+ en células Tul. Estimula la produccion y
citotoxicidad de las células T citotdxicas y de las células NK. También estimula
la produccion de interferon .

e Tipo de Variable: Razén

e Pardmetro de medicion: finita

e Unidad de medicion: pg./ml

3. Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

e Definicion: Citoquina con propiedades proinflamatorias. Interviene en la
inflamacion y la destruccion articular secundarias a la artritis reumatoide, asi
como en otras patologias. Estimular la cascada de mediadores inflamatorios

e Tipo de Variable: Razon.

e Pardmetro de medicion: finita

e Unidad de medicion: pg./ml

MATERIAL Y METODOS:

Para este estudio se tomaran muestras sanguineas en un tubo con EDTA y otro sin
anticoagulante para citocinas, y otro seco para la prueba de procalcitonina a pacientes con
edad comprendida entre 1 mes y 16 afios que ingresen al servicio de Terapia Intensiva
Pediatrica del Hospital Juarez de México, tras consentimiento informado firmado por el

responsable del paciente.
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Una vez tomada la muestra, por parte del personal médico residente se enviard de
inmediato al laboratorio de Inmunologia de la Division de Investigacion y a laboratorio
central, para el proceso de las muestras por medio de técnicas de citometria de flujo, el cual

serd realizado por personal especializado dicho servicio.
PROCEDIMIENTO:

Procedimiento para la cuantificacion de subpoblaciones de Linfocitos T en sangre

periférica

1.-Obtener 3 mL de sangre periférica en un tubo con anticoagulante EDTA y 3mL de
sangre en frasco sin anticoagulante, se enviaran a laboratorio de inmunologia, sin congelar,

previa identificacion de las muestras asi como de su respectiva solicitud de estudio.

2.- En dicho laboratorio se depositaran en un tubo BD Trucount mas 50 pL sangre

periférica
3. Incubar los tubos a temperatura ambiente durante 15 minutos
4.-Depositar en los tubos previamente incubados 450 pL de la solucion de lisis.

5.-Realizar la cuantificacion de las sub poblaciones por medio del Citometro de Flujo

FACScalibur (Becton Dickinson) con el Software MultiSET.

Procedimiento para la deteccion de citocinas solubles en suero mediante el kit BD CBA
(cytometric beads array) Inflamatorio Humano
El kit BD CBA inflamatorio humano puede ser usado para medir cuantitativamente

IL -8, IL-1B, IL-6, IL-10, FNT, IL-12p70 en plasma.

Obtener 3 mL de sangre periférica, recabada en el tubo sin anticoagulante, el suero

por centrifugacion para su procesamiento.
1.-Mezclar 10 pL de la suspension de perlas de captura de citocinas.

2.-Obtener el boton de las perlas mezcladas por centrifugacién y aspirar el sobrenadante

(centrifugar 5 minutos a 200 g, se retira el sobrenadante).
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3.-Resuspender el boton de las perlas de captura con el BUFFER (H) (cuya funcién es
bloquear las proteinas). Se re-suspende con el mismo volumen retirado en el paso 2.

Mezclar por vortex. Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y proteger de la luz.
4 .-Transferir 50uL de la mezcla de perlas de captura a cada tubo de analisis.
5.-Reconstituir los estandares de citocinas liofilizados, en el diluyente de analisis (G).
6.-Afnadir Estandares (C) por dilucién de anélisis (G)

7.-Afadir el reactivo de deteccion PE (B)

8.-Afadir los estandares diluidos y test de muestra a los tubos apropiados de muestras

(50uL/tubo). Incubar 3 horas a T ambiente (proteger de la luz).
9.-Lavar las muestras con 1 mL de solucion Buffer de lavado (F) y centrifugar

10.-Afadir 300 pL de Buffer de lavado a cada tubo de ensayo y tubos de andlisis de

muestra.

La cuantificacion de citocinas en suero se realizard por Citometria de Flujo y se analizara

usando el Software CBA Folder Excel 98 (BD Biosciences).

Toma de procalcitonina

1. Enun tubo seco se colocaran 3mL de sangre periférica.

ANALISIS DE LOS DATOS

Se utilizo el paquete estadistico Statistical Package for the Social Sciences Version 19.1 y
se correra el coeficiente de correlacion de Pearson asi como frecuencias y estadisticos

descriptivos para el analisis de los datos.

RESULTADOS.
En el periodo comprendido del 1 de Enero del 2014 al 31 de Diciembre del 2014,
ingresaron a Terapia Intensiva Pediatrica del Hospital Juarez de México un total de

23(n=23). De los cuales el 65.2% pertenecian al género masculino y 34.8% al género
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femenino (Tabla 1). En cuanto a la edad se obtuvo un promedio de 106 meses, es decir, 8.8

afios; desviacion estandar de 5.1 afios, y un rango de 17.2 afios (Tabla 2).

Tabla 1. Género

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos Masculino 15 65.2 65.2 65.2
Femenino 8 34.8 34.8 100.0

Total 23 100.0 100.0
Tabla 2. Estadisticos descriptivos
Desv.
N Minimo | Méximo | Media tip.
Edad en meses 23 9 216| 106.74( 62.007

En la Tabla 3 se desglosan los resultados absolutos obtenidos, registrando la fecha de la

toma de la muestra del paciente, el expediente del mismo, asi como, los niveles de

interleucinas y procalcitonina.

Tabla 3. Resultados de Laboratorio

PROCAL
FECHA |EXPEDIENTE | IL12 | TNF |IL10 | IL6 | IL1B 18 CITONINA
10.02.2014 924039 1.1 0 11.6 17.1 10.4 31.8 4.1
21.02.2014 925659 7.1 0 12.7 8.7 0 56.6 1.3
21.03.2014 922881 7.6 0 14.5 20.5 0 107.9 15.6
26.04.2014 924247 7.0 0 20.6 | 658.7 13.9 4769.3 31.1

22



28.05.2014 950301 8.0 0 15.4 10.1 6.1 39.2 355
28.05.2014 944272 7.7 0 10.4 20.4 0 344 355
18.06.2014 941844 7.3 0 47.4 88.2 0 226.7 0.06
18.06.2014 950151 7.3 0 12.0 10.7 6.6 279 0.27
03.07.2014 849687 26.5 0 75.8 | 2279.9 0 7821.5 0.46
07.07.2014 953147 7.8 0 16.9 39.6 10.1 15047.6 7.37
10.09.2014 960502 7.7 0 87.9 156.2 7.1 9139.9 135.6
11.09.2014 961511 9.0 0 57.8 701.2 7.1 21221 1.13
03.11.2014 967530 6.8 0 13.1 11.6 7.5 145.6 0.92
03.11.2014 879410 6.9 0 13.5 49.6 7.9 89.2 0.42
04.11.2014 958673 7.0 0 26.2 158.2 11.4 218.0 363.7
06.11.2014 967773 7.7 13.6 13.3 55.4 23.1 10.0 73.5
06.11.2014 898926 116.2 14.0 21.2 38.5 29.4 302.1 7.1
06.11.2014 964150 7.0 0 16.2 142.0 9.0 1997.5 0.9

10.11.2014 968310 7.1 0 11.2 18.6 8.7 600.6 1.3

13.11.2014 968544 19.20 | 166.2 | 497.2 | 5081.9 | 17.6 2484.2 6.4

14.11.2014 940918 7.7 0 11.8 08.7 0 3124 1.02
14.11.2014 968480 7.4 0 17.5 132.4 0 157.1 1.03
18.12.14 971682 11.2 31.8 |5561.3|13302.8| 28.8 649.7 38.5

De los resultados anteriores se realizaron estadisticos descriptivos de los cuales destacan los
Valores promedio de las citocinas y la procalcitonina (Tabla 4), de tal forma que se obtuvo
el valor de la media de IL-12 de 13.7291, TNF de 9.9196, IL-10 de 286.3783, IL-6 de
1000.5299, IL-1B de 8.9361, IL-8 de 2017.0652 y Procalcitonina de 33.1796.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos

N Minimo Maximo Media Desv. tip.
IL-12 23 6.86 116.25 13.7291 22.81499
TNF 23 .00 166.25 9.8196 34.91721
IL-10 23 10.42 5561.32 286.3783 1154.29264
IL-6 23 8.73 13302.86 1000.5291 2907.65088
IL-1B 23 .00 29.40 8.9361 8.81924
IL-8 23 10.05 15047.62 2017.0652| 3790.69661
Procalcitonina 23 .06 363.70 33.1796 78.66848
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La Tabla 5 muestra todas las correlaciones posibles entre las variables, encontrando una

correlacion estadisticamente significativa entre IL-1B y IL-12, relacion directamente

proporcional y de magnitud moderada (r:0.504, p:0.14).

Tabla 5. Correlaciones

IL-12 TNF IL-10 IL-6 IL-1B IL-8 Procalcitonina
IL-12 Correlacion de 1 125 -.019 .009 .504" -.036 -.098
Pearson
Sig. (bilateral) .570 933 .966 .014 .870 .657
TNF Correlacion de 125 1 221 468" 379 -.006 -.068
Pearson
Sig. (bilateral) 570 311 .024 .074 978 759
IL-10 Correlacion de -.019 221 1 950" .509 -.067 .012
Pearson
Sig. (bilateral) 933 311 .000 .013 .760 957
IL-6 Correlacion de .009 468" 950" 1 5147 -.001 -.022
Pearson
Sig. (bilateral) .966 .024 .000 .012 .996 .920
IL-1B Correlacion de 504 379 509" 514 1 -.021 .148
Pearson
Sig. (bilateral) .014 .074 .013 .012 .926 499
IL-8 Correlacion de -.036 -.006 -.067 -.001 -.021 1 .015
Pearson
Sig. (bilateral) .870 978 760 .996 .926 .947
Procalcitonina  Correlacion de -.098 -.068 012 -.022 .148 .015 1
Pearson
Sig. (bilateral) 657 759 957 .920 499 .947

*. La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).

**_ La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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TNF y IL-10 correlacionaron positivamente, mostrado magnitud moderada y significancia
estadistica (r.468, p0.24). Otra correlacion estadisticamente significativa se observo entre

IL-10 y IL-1B, relacion moderada y directamente proporcional (r0.509, p0.013).

De igual forma IL-10 y IL-6 correlacionaron positivamente de manera significativa,

evidenciando una fuerza de relacion muy alta (r0.905, p0.000).

Finalmente, se observd correlacion directamente proporcional entre IL-6 y IL-1B, con

magnitud moderada y significancia estadistica (r0.514, p 0.012).

DISCUSION:

Los presentes resultados arrojan datos suficientes para aceptar la hipdtesis nula de este
estudio, es decir, no existe relacion estadisticamente significativa entre los niveles de
procalcitonina y las citocinas; sin embargo, si se encontraron correlaciones con
significancia estadistica entre algunas de ellas. Cabe sefialar que el tamafio de la muestra
fue de n=23, por lo que se podria cuestionar si de haber sido més grande, se hubieran
observado correlaciones significativas entre las citocinas y procalcitonina, esto debido al
proceso de toma de muestras, asi como al diagnostico de pacientes que ingresaban a la
unidad de terapia intensiva. No se cuenta al momento con algun otro estudio realizado en
pacientes pediatricos, con choque séptico en el cual logren medir niveles de interleucinas y
procalcitonina, a nivel nacional e internacional, por lo cual este trabajo debe ser un

parteaguas en la investigacion a nivel molecular.

De las correlaciones encontradas, llama la atencién la correlacion existente entre la
interleucina 10 y la interleucina 6, la cual mostro una fuerza de correlacion muy alta, es

decir, que ambos reactantes se comportan de manera casi idéntica.

CONCLUSIONES:

En esta investigacion podemos sefalar la relacion directamente proporcional y estadistica
de ciertas interleucinas entre si, sin embargo no se muestra correlacion entre las antes

mencionadas y la procalcitonina, al observar la tabla de resultados, se pensaria que todas las

25



interleucinas se elevarian en una proporcion directamente proporcional en un proceso
agudo de infeccion, sin embargo, estadisticamente no lo es asi, se encuentra una
correlacion casi perfecta con la interleucina 10 y la interleucina 6, esto es de llamar la
atencion, puesto que la literatura marca a la interleucina 1 y 6 como las inflamatorias
agudas, la procalcitonina tampoco guarda correlacion estadistica comparandola con alguna
otra citocina, por lo que a futuro se puede tomar estas 2 interleucinas para investigar cual
es mas sensible y especifica en el proceso de choque séptico, asi como un indicador de

gravedad o sobrevida.
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