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Utilidad de la prueba del Limulus en el
diagnostico de endotoxemia

INTRODUCCION

A determinacién de endotoxinas circu-
lantes, ha sido un problema coman
en la practica médica, especialmente en
aquellas circunstancias en las que el diag-
nédstico de endotoxemia, apenas se sospecha
o se encuentra dudoso. El contar con un
método rapido, sencillo y confiable, se hace
imprescindible tanto para la confirmacion
del diagnostico, como para la oportuna ins-
talacion del tratamiento, antes de que el
paciente progrese hacia las etapas conside-
radas como irreversibles del estado de cho-
que, ademas de la gran utilidad que repre-
sentaria en su manejo, el conocer los titu-
los de endotoxina, su tiempo de aparicion
y las variaciones que ¢éstas sustancias su-
fren dentro del organismo, permitiendo
ademds, realizar consideraciones pronosti-
cas, de la respuesta del enfermo al trata-
miento instituido.
La proptedad del “Limaulus polvphemus”
fosil viviente perteneciente al género Xi-
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phosureae, de presentar coagulacion intra-
vascular generalizada cuando los gérmenes
Gram negativos o sus endotoxinas penetran
dentro de su torrente circulatorio, ha sido
propuesta recientemente como el mejor mé-
todo de laboratorio para determinar estos
lipopolisacaridos en el plasma de pacientes
en choque séptico. l.a prueba tiene como
base, la formacién de un cstado de “gel”
cuando se ponen en contacto cantidades tan
pequefias como 1 ng. de endotoxina y un
lisado, obtenido a partir del dnico tipo de
células sanguineas de dicho animal deno-
minadas “amebocitos”, 123456789 Esta
reaccién por su naturaleza enzimitica, es
dependiente del pH y de la temperatura.

El objeto del presente estudio es repor-
tar las modificaciones realizadas a la téc-
nica original de levin vy Bang y los resul-
tados obtenidos con las mismas,

MATERIAL Y METODOS

Los ejemplares, conocidos como cangre-
jos balleneta, (Fig. 1 y 2) fucron colecta-
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. 1.—Vista dorsal del “Limulus- Polyphemus”
en la que se aprecia la union del segmento ce-
falico (Prosoma) con el tordcico (Opisotosoma).

das en las costas del Istado de Campeche
en diversas épocas del afio. Se sangra-
ron un total de 68 ejemplares para la ob-
tencion del lisado; el tamafio varid de 40
a 50 em,, el sexo no fue tomado c¢n consi-
deracién, prefiriéndose ejemplares jovenes
a los muy grandes y viejos, supuestamente
mas contaminades de acverdo a la téenica
reportada por Levin y Bang con algunas
modificaciones,

El material de vidrio fue siliconizado con
silicones  concentrados  “Siliclad  Clay vy
Adams” y esterilizado a 160°C durante 60
minutos:

Descripcion de la Técnica—ITa unidn de
los segmentos cefilicos v tordcico sobre la

Rer., Mex. Anest, v Ter, Int,

vy Coes,

Du, J. ). Diaz M.

e |

Fie. 2.—Vista ventral. Los 6 pares de patas en
el Prosoma v el aparate respiratorio en el Opis-
tosuma,

superficie dorsal del animal se asea con al-
cohol de 70° prefiriéndose este método al de
flameo directo ya que éste, puede precipitar
localmente la coagulacion y afectar la pu-
reza del lisado. El seno longitudinal dorsal
se canaliza insertando un “Angiocath” No.
16 (figura 3) siguiendo una direccién de
atris hacia adelante, de arriha hacia abajo
y a una profundidad de aproximadamente
1 em. La sangre se recolecta por escurri-
miento (figura 4), en tubos de Pyrex de
15 cc. conteniendo 7.5 ml. de solucion
NEM-H, compuesta por N-etilmaleimida al
0.123¢ disuelta en solucion salina al 0.3%
v 10 unidades de heparina por mililitro. El
pH originalmente dcido de esta. solucion
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F1c. 3.—Distribucion del medio de contraste en el sistema circulatorio ¥

el aparato respiratorio,

Fic. 4.—Puncién del seno longitudinal dorsal y recoleccion de la sangre

fue llevado a 7.35x0.5 con trishidroxime-
tilaminometano (IRIS buffer); las varia-
ciones del pH de esta solucion, obligan a
prepararla el mismo dia del sangrado. An-
tes de ponerla en contacto con los amcho-
citos se esteriliza en filtros miliporo de 0.2
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a traves del catéter de Teflon,

milimicras y se incuba a 36°C durante 20
minutos.

La sangre del Limulus y la solucidn
NEM-IT se mezclan suavemente y se cen-
trifugan a 450 rpm. durante 20 min. para
separar los amehocitos: (1 a 1.5 ce de

Vol. 24, Nam. 1, 1975



4

estas células para cada tubo) la hemolinfa,
que es el sobrenadante azul por la presen-
cia de hemocianina, es retirada por decan-
tacién y las células sanguineas se lavan tres
veces con solucion salina al 3%, esteriliza-
da y llevada al mismo pH de la solucién
NEM-H con el mismo método. Al final
del altimo lavado, se agregan 20 c.c. de
agua destilada y libre de pirdgenos para
cada 5 c.c. de amebocitos separados, para
obtener la ruptura de los mismos en un
lapso mimmo de 12 hr., a 4°C. Los detri-
tus celulares sc¢ retiran mediante centrifu-
gacion a 1,500 rpm. durante 10 min. El
sobrenadante transparente considerado co-
mo reactivo fue almacenado en cuarto frio
a temperatura constante de 4°C. conser-
vando su actividad por un minimo de 8
semanas. La efectividad se comprobd con
concentraciones conocidas de endotoxina de
E. coli “Difco” disuelta en solucion salina
a manera dc¢ testigo como se presenta en
el Cuadro 1.

Endotoxina E. coli.
50 megml | O @ A
00 ‘mgml | O ® A

0 mgm! | O © ® 4
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Preparacion del plasma de los pacientes:
Las muestras sanguineas de los pacientes,
se obtienen a través de un catéter central
para asegurar una buena recoleccion de
endotoxina proveniente de todos los terri-
torios corporales y antes de que los dife-
rentes Organos encargados de su inactiva-
cion dentro del organismo, como son el
pulmén, el higado, el bazo, los rifiones, etc.,
pudiesen influir en el resultado. Para cada
prueba, se emplean 2 c.c. de sangre usando,
50 UxMlL. de heparina como anticoagulante.
El plasma se obtuvo por centrifugacion a
3,600 rpm. durante 10 min. separandose pa-
ra cada prueba 1 c.c. en tubos de 10 x 75
mm. Las proteinas plasmaticas se retira-
ron con acido acético 0.2 M (0.1 ml); el
pH original, se recuperd con fosfato diba-
sico de potasio después de haber separado
las proteinas mediante centrifugacion a
5,000 rpm. durante 15 min.

Realizacion de la prueba: Se ponen
0.2 ml. de la muestra problema en con-

O TURBIDEZ
@ VISCOSIDAD

A GELIFICACION

L @ A

O e o &

O ©® e e A

I mcg/ml O & e A
0.1 mcgml O e
0.0 mcg'ml (o]
0.001 mcg/m! o

510 5 20 25
TABLA |

30’ & 60 90 120

Relacién promedio de aparici6n de turbidez, viscosidad y gelificacién con concentraclones
conocidas de endotoxina de E. coli disuelta en soluci6n salina.
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tacto con una cantidad similar del lisado de
amebocitos del Limulus en tubos de 10 x 75
mm., se incuban a 37°C y se realizan
observaciones periddicas cada 5 minutos la
primera media hora y cada 15 minutos pos-
teriormente por un tiempo maximo de 4
hrs., para determinar el tiempo de apari-
cion de los cambios en los reactivos, mis-
mos que se suceden en el orden siguiente:
1.—Aparicion de turbidez, 2.—Aparicién o
aumento en la viscosidad y 3.—Formacion
del estado del “gel”, relacionandose en for-
ma aproximada el tiempo de aparicién de
dichos cambios con las concentraciones
conocidas de endotoxina, sin embargo, la
apreciacién de la reaccién para fines prac-
ticos se muestra en el Cuadro II.

FLOCULACION:

(Negativa)
Si el
nebulosas
ellas,

lisado desarrolla discretas 2zonas
sin ninguna cohesién entre

TURBIDEZ

(Positividad de +)
Si la transparencia, discretamente azul
del lisado, tiende a la opacificacién uni-
forme sin ningun cambio en la densidad
de los componentes.

VISCOSIDAD

(Positividad ++)
Cuando aparece o se incrementa la vis-
cosidad de los componentes, con agrupa-
ciones granulares a las paredes del tubo
inclinandolo a 45°.

GELIFICACION

(Positividad +-+-+)
Cuando la formacién del ‘“gel” a partir
de los reactivos, impide su caida al girar
los tubos a 180°.

CUADRO 11.

Los pacientes en quienes se realizé la
prueba, fueron divididos en dos grupos; el
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primero de ellos estuvo formado por 30
pacientes en los que no existia evidencia
clinica de que padecieran algiin proceso in-
feccioso y fue tomado como grupo control
en el estudio.

El segundo grupo, estuvo formado por
46 pacientes con proceso infeccioso severo
y fuerte sospecha clinica de padecer endo-
toxemia a los que ademdis de la prueba,
les fueron practicados cultivos diversos a
fin de establecer el germen causal. En este
segundo grupo, la prueba fue realizada ca-
da 24 hrs, en los casos quiriirgicos y, en
periodos que comprendieron el pre, trans
y postoperatorio en los que la intervencién
quirargica fue parte esencial del trata-
miento.

Los pacientes fueron clasificados de
acuerdo a la presencia o ausencia total del
estado de choque comprobandose éste por
su estado clinico y hemodinamico.

REsvrrapos

De las 30 pacientes sin evidencia de
procesos infecciosos considerados contro-
les, so6lo en uno de ellos la prueba fue po-
sitiva lo que constituye el 3.3% de falsas
positivas (Cuadro TIT).

Los pacientes infectados se dividieron en
2 subgrupos: Los que desarrollaron estado
de choque (14 pacientes), todos tuvieron
endotoxemia positiva ** y ***. En 11, los
cultivos desarrollaron gérmenes Gram ne-
gativos, en tres casos el cultivo no desarro-
116 ningtin gérmen. De los 22 pacientes
restantes que constituyeron el segundo sub-
grupo, en 14 la determinacién de endoto-
xinas fue negativa a pesar de haberse en-
contrado en 7, gérmenes Gram negativos.
En 8 casos la reaccion fue positiva ** a **+,
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ENDOTOXEMIA CULTIVOS MORTA-
Gram. Neg. Gram Posit. Negativos No realizados LIDAD
GRUPO I Negativa 29 0%
Control 3 Positiva 0 0%
¢asos, Positiva++ 0 0%
Positiva+++ 1 0%
GRUPO 11
Iistudio 36 casos
(A) Sin choque Negativa 14 7 5 2 0.
séptico 22 casos Positiva+ 0
Positiva++ H 3 1 1 0%
Positiva-++ + 3 1 1 1 0%
(B) Con choque
séplico 14 cascs Negativa 0
Positiva+ 0
Positiva++ 4 3 1 509,
Positiva++-+ 10 7 2 1 1009,

CUADRO 1.

habiéndose demostrado Gram negativos en
4 pacientes y Gram positivos en uno (Cua-
dro III).

Fn 35 casos con choque séptico se hicie-
ron determinaciéon de endotoxinas cada 24

Relacion entre la evolucion clinica y positividad de la prueba del “Limulus"

hrs., durante 4 dias. los resultados se
muestran en la figura 5, en la que se rela-
ciona el nivel de endotoxemia y la evo-
lucién clinica.

De las obscrvaciones mas importantes del

Fig. 5

(Analisis de 5 casos)
Posit. +++4 — —
Posit. ++ 4 —
\ —
\
Positiva + - \ \
Negativa. ——§ §
\ \ )
N N NIl
<—Primer dia —»  <«—Segundo dia—s  <—Tercer dia —»  <—Cuarto dia —
EVOLUCION CLINICA = (2 & v =
%‘le @ﬂ vive muerte
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presente estudio, fue la relacién existente
entre positividades decrecientes de la reac-
cion y la mejoria clinica y hemodinamica
de los pacientes, contrariamente con el em-
peoramiento observado en aquellos en los
que la positividad de la reaccién o perma-
necia estatica o aumentaba en forma pro-
gresiva. Iis posible que esta prueba, puede
tener utilidad prondstica en la valoracion
de la evolucion clinica del paciente al tra-
tamiento instituido.

DiscusionN

La determinacion de endotoxinas por la
prueba del Limudus polyphemus, es de uti-
lidad en fla clinica, por su rapidez, bajo
costo y especificidad. 8910.111213,14,15,16  Gijp
embargo la dificultad para apreciar a sim-
ple vista los cambios presentes en los reac-
tivos, limita obviamente su aplicacién. Una
buena estandarizacidon de la apreciacion de
la reaccion asi como de la preparacién y
conservacion del lisado deben llevarse a
cabo, para evitar discrepancias acerca de
debida utilidad.17.18.19

Hasta e] momento hemos utilizado la va-
loracién cualitativa, por la dificultad de
encontrar un método adecuado para hacer
mediciones cuantitativas. Recientemente se
ha estado empleando un agregémetro pla-
quetario para obtener registros graficos de
la reaccién con lo que sin duda disminuirdn
los errores de la apreciacion visual; 2° en lo
particular, ensayamos la espectrofotometria
para medirla, sin embargo, la movilizacion
excesiva de los tubos, la falta de una tem-
peratura constante asi como la mayor can-
tidad del lisado necesaria, limitan su apli-
cacion practica.

Por los resultados obtenidos con los pa-
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cientes estudiados, la determinacion de en-
dotoxinas es un examen de laboratorio que
ha demostrado tener bastante especificidad
para detectar cantidades pequefias de en-
dotoxinas en el suero de pacientes, el:por-
centaje de reacciones “falsas positivas” es
bajo. Por otro lado no en todos los pa-
cientes con infecciones por gérmenes Gram
negativos se encontrari la reaccion positi-
va, ya que se sabe que las endotoxinas
pueden.no ser liberadas a la circulacidén en
forma constante,® si no que, en determi-
nadas circunstancias, como durante la ma-
nipulacién de Areas infectadas, existe una
liberacion masiva y por lo tanto, es mas
facil detectarlas, por lo que el momento en
que se toma la muestra es de gran impor-
tancia. En los pacientes en choque séptico
la cantidad de endotoxinas en la circula-
cidn es muy alta, lo que explica la positi-
vidad en todos ellos; no es de extrafiar el
encontrar cultivos negativos en esos casos,
ya que por regla general los pacientes han
recibido distintos esquemnas antibidticos an-
tes de caer en el estado de choque, lo que
inhibe el crecimiento de los gérmenes en
los medios de cultivo.

Algunos autores utilizan plasma rico en
plaquetas para aumentar la positividad de
la reaccion °, ya que se les atribuye a estos
elementos sanguineos la particularidad de
“acarrear” a las endotoxinas para su elimi-
naci6n dentro del sistema reticulo endote-
lial. En lo particular preferimos el empleo
de plasma libre de elementos celulares ya
que supuestamente la endotoxina libre es
la responsable de la mayoria de las altera-
ciones presentes en cl choque séptico.

i1 interés de presentar los resultados
con esta prueba, a pesar de ser atin preli-
minares, estriba en el hecho de su utilidad
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practica, bajo costo, y que los Limulus se
pueden obtener ficilmente en nuestro pais.
Ademas es necesario buscar métodos para
hacer la reaccion mas especifica y cuanti-
ficable lo que puede lograrse con mayor
rapidez mientras mas grupos de investiga-
dores trabajan en ello.

RESUMEN

Con el fin de comprobar la utilidad
practica de la prueba del Limulus (LGT)
propuesta por Levin y Bang para el diag-
néstico de endotoxemia, se monté esta téc-
nica en nuestro laboratorio aprovechando
la disponibilidad de estos animales en nues-
tro territorio nacional. Fueron sangrados
68 ejemplares para la obtencién del lisado
y mas de 300 pruebas fueron realizadas,
comprobandose la efectividad de esta téc-
la identificacion de cantidades
de endotoxina

nica para
extremadamente pequeiias
tanto en solucién salina como en el plasma
humano. Se estudiaron dos grupos de pa-
cientes; en el grupo considerado como con-

Dr. J. J. Diaz M. y Cous.

trol el porciento de pruebas falsas positivas
fue del 3.3%, mientras que en el segundo,
integrado por pacientes con procesos infec-
ciosos severos, la endotoxemia fue demos-
trable mediante esta técnica en el 100% de
los casos en los que el choque séptico estuvo
presente. Se realizaron determinaciones se-
riadas cada 24 hrs. y en los periodos que
comprendieron el pre, trans y post-opera-
torio en algunos casos con objeto de cono-
cer las modificaciones de la reaccion y el
estado clinico del paciente; la persistencia
de reacciones positivas asociada con una
mala evolucion clinica o una mortalidad
elevada asi como la notable mejoria clinica
observada en aquellos casos en los que las
positividades decrecian o se tornaban ne-
gativas, puede conferirle cierto valor pro-
noéstico en la vigilancia y el manejo del
paciente con choque endotéxico. Por otra
parte, la dificultad para apreciar a simple
vista los cambios en la reaccion, limita
obviamente su aplicacién cuantitativa por
lo que hasta el momento actual, la hemos
tomado en sentido cualitativo en espera de
un mejor método para su valoracién,
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