Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON (U.A.N.L.)
FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO
SUBDIRECCION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

SERVICIO DE ORTOPEDIA Y TRAUMATOLOGIA

<Y
k@

ﬁ LERE FLAMMAM|
VERITATIS

ONO
‘
ol
)
n . il

™

“Dimero - D como marcador serologico en pacientes con

artritis séptica”.

Por:

DR. JUAN ARTURO VILLA CHAVARRIA

Como requisito parcial para obtener el Grado Académico de

ESPECIALISTA EN ORTOPEDIA Y TRAUMATOLOGIA

ENERO, 2020



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

“Dimero - D como marcador seroldgico en pacientes con
artritis septica”.

Aprobacién de tesis (Firmas):

Prof. Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos

Director de Tesis

Dr. C. Adrian Geovanni Rosas Taraco

Codirector de Tesis

Prof. Dr. med. Victor Manuel Pefia Martinez

Jefe del Servicio de Ortopedia y Traumatologia

Prof. Dr. med. Santiago de la Garza Castro

Jefe de Ensefanza de Posgrado de Ortopedia y Traumatologia

Prof. Dr. med. Carlos Alberto Acosta Olivo

Coordinador de Investigacion de Ortopedia y Traumatologia

Prof. Dr. med. Felipe Arturo Morales Martinez

Subdirector de Estudios de Posgrado



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

“Dimero - D como marcador seroldgico en pacientes con
artritis septica”.

Por:

Dr. Juan Arturo Villa Chavarria

Este trabajo se realizo en el Servicio de Ortopedia y Traumatologia del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” bajo la Direccién del
Prof. Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos quien informa que la tesis
presentada por el Dr. Juan Arturo Villa Chavarria realizada bajo su
direccion, tiene las exigencias metodoldgicas y cientificas para ser

presentada.

Firmas:

Prof. Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos

Director de Tesis



Villa-Chavarria, 2020

Dimero — D en artritis Séptica.

DEDICATORIA

A mis abuelos (1), Manuel y Consuelo

A mis padres, Arturo y Ma. De Jesus

A mis hermanos, Jorge y Evelyn...

Siempre estan conmigo...



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

AGRADECIMIENTOS

Al Dr. med. Victor Manuel Pefia Martinez, Jefe del Servicio de Ortopedia 'y
Traumatologia por darme la oportunidad de ser el Jefe de Residentes, por todas
las veces que confio ciegamente en mi y en mis decisiones para el bien de mis
compafieros Residentes y juntos lograr una nueva organizacion en el servicio de
Ortopedia y Traumatologia, por hacerme sentir la confianza desde el primer dia en
que él es y seguira siendo un Profesor disponible para el Servicio las 24 horas del

dia, por ensefiarme la pasion de ser Ortopedista

Al Dr. José Guadalupe Mendoza Mendoza, Profesor del Servicio de Ortopedia 'y
Traumatologia y uno de mis tutores, por permitirme adentrarme e interesarme en
la que ahora es mi especialidad, por ese primer libro que me regalo “Relato de un
Naufrago” después de la entrevista que tuve con él previo a ingresar a la
especialidad, por siempre ser estricto conmigo y darme retos diarios para ser el
mejor ademas de que estoy seguro que €l fue el primero en proponerme como jefe

de Residentes de mi glorioso Hospital.

A mis colaboradores en esta tesis: El Dr. med. José Félix Vilchez Cavazos, Dr.
C. Adrian Geovanni Rosas Taraco, Dr. med. Santiago de la Garza Castro, Dr.
med. Carlos Alberto Acosta Olivo, Dr. Jorge Gonzélez Chapay a la Dra.

Daniela Guadalupe Rodriguez Ramirez.



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

A la Dra. Daniela Guadalupe Rodriguez Ramirez, ya que sin ella no estaria en
donde estoy, fue el motor mas grande en mi residencia y la que me alent6 a seguir
en aquellos momentos en los que yo pensaba que ya no podia mas, ella es la
responsable de convertirme en un médico mas humano; ya que en cuanto a trato al
paciente, como el que ella brinda, no hay nadie igual, por ultimo afiadir que aunque
yo sé que ella no lo cree es mi inspiracion a ser mejor cada dia, porque yo conozco

su lucha y es la mas dificil que eh visto pasar a un ser humano. Gracias por todo.

A mis hermanos de yeso: Nano, Pancho, Rodo y Zamu quienes pasaron la odisea
mas grande a mi lado y que sin duda me llevo algo de cada uno, se que juntos
marcamos una nueva era en la residencia de nuestro hospital debido a nuestra

tenacidad y entusiasmo.

A mi maestro Tomas Ramos hijo el mejor residente que conoci en mi etapa de
formacion, me ensefid a trabajar de manera incansable, es fecha que aun lo respeto

me educo en base a la disciplina

A mi buen amigo Luis Salinas, por tantos médulos que pasamos juntos y sobre

todo por ensefiarme lo poco que se operar, por darme las bases

A todos los Profesores y Residentes del Servicio de Ortopedia y Traumatologia de
la Facultad de Medicina y el Hospital Universitario de la U.A.N.L. por tantas

ensefianzas y tanto tiempo dedicado a mi educacion.

VI



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

Al personal de enfermeria y administrativo A Maricruz, Lupita, Adriana, Mayleen,
Blanca, Blanquita, May, Lili, Lucy, Omar, Jorge, Margarito, Chuy, Dimas,
Juanjo, Juany, Mere, Anita y Karen por hacer mas facil mi dia a dia en la

residencia.

Ademas, deseo dar especiales agradecimientos a la Dr. C. Adrian Geovanni Rosas
Taraco, y al Dr. Jorge Gonzalez Chapa por las facilidades prestadas para la
realizacion del presente estudio en el area de Inmunologia, asi como a la Quimica
Azalea Magdalena Martinez Castilla por la ayuda prestada para la realizacion del

ELISA para el presente estudio.

A la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, mi alma mater, la maxima casa de
estudios quién me ha permitido crecer y desarrollarme como médico, entrenador y

como persona, muchos de mis mejores momentos los he pasado ahi mismo.

iiiiGRACIAS TOTALES...!!!!

DR. JUAN ARTURO VILLA CHAVARRIA

VI



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

INDICE

CONTENIDO PAGINA
DEDICATORIA e e eee v
AGRADECIMIENTOS ...t e et e e e e e e e e e e e ern e eeees \%
10 P VIII
INDICE DE FIGURAS ...t e e e e et e e et e e e e e eaas Xl
INDICE DE TAB L AS ... e e e e e e e e e eeaas XMl
LISTA DE ABREVIATURAS . ...ttt e XV
RESUMEN / PALABRAS CLAVE ....otiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 2
ABSTRACT / KEY WORDS......cottiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e e e e e eeeeeees 6
N LI {@] D10 0 [ ] N TSR 10
(01 o X I OSSR 11
MARCO TEORICO ...ttt ettt eae e, 11

O AN 4 1 1S T=T (o= U PPORPRRR 11

1.2 AQENtES ELIOIOQICOS......uuiiiiieeieieiee et 12

1.3 DIMEIO = Do 12

1.4 Ensayo por Inmuno absorcion ligado a enzimas.........ccccccevvvvveviiiiiiiiieeeennnn. 15

Vil



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

1.4.1 TIPOS A€ ELISA ..ottt 16
CAPITULO 2.ttt 17
ANTECEDENTES ... e e e e e eaas 17

2.1 EStUdiOS DASICOS PrEVIOS ... ...uueiiiiiiieeeee ittt 17

2.2 DIMEro — D € INECCION ... 17
CAPITULOD 3.ttt 19
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... 19
CAPITULO 4.ttt 21
JUSTIFICACION ...ttt ettt 21
CAPITULO 5ttt 22
HIPOTESIS ..ttt 22

O 1T 010 (S £ 22

5.1 Hipdtesis de trabajo 0 alterna (Ha)............oueeiiiiiiiiieece e 22

5.2 HIpOteSiS NUIA (HO).....oiiiiiiiiiiieieee e 22
(0 o I SRS 23
(O ]S 0 I Y 1 23

6.1 ODJEtIVO GENEIAL ......ciiiii e e s 23

6.2 Objetivos ESPECITICOS .....cccoiiiiiii e 23
CAPITULO 7 ettt 24
VARIABLES DEL ESTUDIO ... oot e e 24



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

CAPITULOD 8.ttt 25
MATERIALES Y METODOS.......coiiieiiecte e cte ettt ete e ste e sae e 25
8.1 TIPO AE ESTUAIO. ...ttt nenne 25
8.2 DiSEMN0 Ul STUIO. ... .uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 25
8.3 CONSIAEIACIONES ELICAS ........eeeviieiieiee e ettt 25
8.4 RECIULAMIEINTO ......uviiiiieiee it e e e e 27
8.5 Caracteristicas y criterios de la poblacion............ccccevviiiiiiiiiiiiiiceee e, 28
8.5.1 Criterios de INCIUSION........cuuuiiiiiiiie e 28
8.5.2 Criterios de EXCIUSION........c..uuiiiiiiiieeeiiiiiiiieece e 28
8.5.3 Criterios de ElIMINACION...........eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 28
S N €] U] o Yo T X0 1 {0 I 29
8.6 Tamafio de la poblacién y célculo del tamafio de la muestra....................... 29
8.7 Lugar de refereNCial........ccooeviiiiiiiii i 30
8.9 Obtencidon y Procesamiento de las MUESHIAS ..........uvvuverririrriiiiiiiiiiiiinnnnnnnnnns 31
8.10 EStrategia GENETAl .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 31
8.11 Método de cuantificacion del DIMero — D..........ccooviiiiiiiiiiiiie e 33
8.11.1 INSUMOS... .ottt ettt e e e 33
8.11.2 Titulacion y preparacion de eStandares.............ooovvvviiieeieeeeieveiiiicee e, 35
8.12 Mediciones y desenlaces de INTEréS...........ceevveeeeeeiiiiiiiiiiie e 35
8.16 ANAIISIS ESTAUISTICO ... .uuuuueiiiiiiiiiiiiibibiiiii bbb 37



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

CAPITULO 9.ttt 38
RESULTADOS. ..o e e e et e e et e e et e e e e e eaaeeenas 38
9.1 Caracteristicas demograficas de la poblacion.............ccccccccceiiiiiiiiiiien. 40

9.2 Niveles serologicos de Leucocitos, Velocidad de Sedimentacion Globular,

Proteina C reactiva y DIMero — D. ......oocuuiiiiiiiiiiieiiiieeeee e 42

9.3 Perdidas en el SEgQUIMIENTO. .......uiiii e 47

9.4 Resultados del ELISA 'y cOmPpliCACIONES. ......ccoveeeeieeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 47
CAPITULO L0ttt 48
315101015 [0 TSR 48

10.1 Fortalezas y Limitaciones del eStudio.............uueeiieeeeiiiiieiiiiiiiieee e 49
(072 =] 1 U 1 e e SRS 50
CONCLUSIONES ..ot e e e e e e e e e e eeaans 50
CAPITULO 12t 51
REFERENCIAS Y BIBLIOGRAFIA ...ovieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 51
CAPITULO 13 ittt ne e 53
RESUMEN AUTOBIOGRAFICO ..., 53
CAPITULO 14 .ottt ettt 54
ANEX O S . ettt a e e e e e e e ra e aaee 54

Xl



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

INDICE DE FIGURAS

FIGURAS PAGINA
Figura 1. Esquema representativo de la formacién del Dimero — D. 14
Figura 2. Esquema de ELISA Sandwich. 16
Figura 3. Fotografia de la carta de aceptacion de los comités de Etica 25
en Investigacion y Comité de Investigacion del Protocolo.

Figura 4. Areas de Urgencias Adultos (izquierda) y Consulta externa 30
de Traumatologia y Ortopedia del Hospital Universitario (derecha).

Figura 5. Departamento de Terapéutica Quirdrgica. 30
Figura 6. Diagrama de flujo de la estrategia general del protocolo. 32
Figura 7. Kit de ELISA para Dimero — D. 33
Figura 8. Placa de micro titulacién de 96 pocillos. 34
Figura 9. Diluyentes, anticuerpos y agentes colorimétricos contenidos 34
en el KIT.

Figura 10. Incubacion de las diluciones. 36
Figura 11. Organizacion de las muestras de plasma sanguineo. 36
Figura 12. Pocillos de ELISA con Dimero — D. 37
Figura 13. Diagrama C.O.N.S.O.R.T. del estudio. 38
Figura 14. Esquema de asignacién, seguimiento y analisis de los 39
pacientes

Xl



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

Figura 15. Diagrama representativo de la distribucion de los 42
pacientes en el estudio por género, asi como la edad media de cada

grupo.

Figura 16. Prueba de Kruskal Wallis P=0.0002, Prueba comparacion 43
multiple de Dunn para niveles séricos de Leucocitos

Figura 17. Prueba de Kruskal Wallis P=<0.0001, Prueba 44
comparacion multiple de Dunn para PCR y VSG

Figura 18. Prueba de Kruskal Wallis P=<0.0001, Prueba 44
comparacion multiple de Dunn para DD

Figura 19. Andlisis de comparacién multiple preoperatorio de acuerdo 45
con agente etioldgico (Leucocitos y PCR).

Figura 20. Andlisis de comparacion multiple preoperatorio de acuerdo 46
con agente etioldgico (VSG y DD).

Figura 21. Andlisis de comparacién multiple posoperatorio de 46
acuerdo con agente etiolégico (Leu, PCR, VSG y DD).

INDICE DE TABLAS

TABLAS PAGINA

Tabla 1. Resumen de las variables preoperatorias, Postoperatorias y 24
1 mes postoperatorio en el presente estudio.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes 41
incluidos en el estudio (media y desviacién estandar asociadas)

Xl



Villa-Chavarria, 2020

Ac
Ag
Ag-Ac
AR
AS
BH
CID

CONSORT

DD
DM
ELISA
EPOC
ERCT
EVA
EVC
HAS
IMC
KG
LEU
MCP
MTS
PCR
PCT
PO
SF-36
TEV
t-PA
TVP
UANL
ucCl
VSG
WOMAC

Dimero — D en artritis Séptica.

LISTA DE ABREVIATURAS
(POR ORDEN ALFABETICO)

Anticuerpo
Antigeno
Antigeno - Anticuerpo
Artritis Reumatoide
Artritis Séptica
Biometria Hématica
Coagulacién Intravascular Diseminada
Consolidated Standards of Reporting Trials
Dimero - D
Diabetes Mellitus
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
Enfermedad Renal Crénica Terminal
Escala Visual Analoga
Enfermedad Vascular Cerebral
Hipertension Arterial Sistémica
indice de Masa Corporal
Kilogramo
Leucocitos
Médico Cirujano y Partero
Metro
Proteina C Reactiva
Procalcitonina
Posoperatorio
Short Form - 36
Tromboembolismo Venoso
Activador Tisular del Plasmindgeno
Trombosis Venosa Profunda
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Unidad de Cuidados Intensivos
Velocidad de Sedimentacion Globular
Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index

XV



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

“Dimero - D como marcador seroldgico en pacientes con
artritis septica”.

0” \’ N, &
o) g
S 2

Servicio de Ortopedia
y Traumatologia

Hospital Universitario
“Dr. José Eleuterio Gonzalez”
U.A.N.L.

Por:

DR. JUAN ARTURO VILLA CHAVARRIA



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

RESUMEN / PALABRAS CLAVE

Alumno: Dr. Juan Arturo Villa Chavarria

Candidato para el grado de Especialista en Ortopedia y Traumatologia

Director: Prof. Dr. med. José Feélix Vilchez Cavazos

Fecha de graduacion: Febrero del 2020

Servicio de Ortopedia y Traumatologia, Hospital Universitario, U.A.N.L.

Titulo del Estudio: Dimero - D como marcador serolégico en pacientes con artritis
séptica.

Numero de Paginas: 81

Area de Estudio: Ortopedia y Traumatologia / Cirugia Articular / infecciones /

Inmunologia / Marcadores Seroldgicos.

INTRODUCCION. El diagndstico precoz de la artritis séptica es muy importante.
Pero pocos estudios serolégicos muestran una agudeza diagndstica en la artritis

séptica.

Los niveles plasmaticos de reactantes de fase aguda, tales
como Proteina C Reactiva (PCR) y Velocidad de Sedimentacion Globular (VSG)
aumentan en respuesta al trauma, infeccion, inflamacion y malignidad

El nivel de PCR reacciona mas rapidamente y es mas sensible que el de VSG.
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Numerosos estudios han mostrado que los procesos infecciosos sistémicos y
locales resultan en actividad del sistema fibrinolitico. Lo que actualmente ha llevado
a la cuantificacion de valores séricos de Dimero D (DD) y ganado atencion al

predecir el prondstico en pacientes con sepsis y bacteriemia.

La cuantificacion serolégica de Dimero - D es una prueba simple, econémica,
comunmente disponible que refleja de cerca la activacion del sistema de
coagulacion y, de esta manera, potencialmente también la gravedad de la

respuesta del huésped.

Por esta razon, el Dimero - D ha sido explorado como un marcador potencial para

la estratificacion de riesgo en pacientes infectados.

OBJETIVO. El Objetivo del presente estudio es determinar el valor del Dimero — D
como marcador seroldgico diagnostico en pacientes con artritis séptica, compararlo
contra la VSG y la PCR en el diagndstico temprano y determinar la utilidad de este

en el seguimiento de pacientes con artritis séptica.

MATERIALES Y METODOS. Se realizé un ensayo clinico controlado en el que se
incluyeron un total de 42 pacientes (previa aplicacion de consentimiento informado)
los cuales, fueron sometidos toma de muestra de sangre periférica pre y
posoperatoria al diagnostico de artritis séptica. Los pacientes fueron divididos en
dos grupos iguales (n=20) Se obtendran de 5-10 ml (1 -2 cucharadas) de sangre

total periférica con técnica aséptica al momento del diagnostico de artritis séptica
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para la cuantificacion de los niveles en sangre de Dimero - D, esto durante la
estancia de los pacientes en el Servicio de Urgencias del Hospital Universitario José
Eleuterio Gonzélez o en la Consulta externa del Servicio de Ortopedia y
Traumatologia del hospital mencionado, como parte del protocolo diagndéstico del

mismo. La muestra sera transportada a temperatura ambiente.

Posteriormente seran almacenadas en un congelador a una temperatura de -80
grados Centigrados por un lapso de 5 afios. ElI almacenamiento sera en el
Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la U.A.N.L. con la
finalidad de ser procesadas una vez obtenido el nimero estimado de muestras
requeridas para el estudio de investigacion. Posterior a este tiempo, su destino final

sera la eliminacion de acuerdo con las leyes vigentes establecidas.

Se realizara una revision clinica a cada uno de los pacientes a previo al egreso y al
mes después de su reclutamiento para determinar la presencia de alguna
complicacion o secuela de la artritis séptica, esto mediante los cuestionarios
WOMAC y SF-36 de salud. En el caso de que los pacientes no puedan acudir a su
revision clinica se realizara una encuesta telefénica para poder asi determinar la

presencia de complicaciones.

RESULTADOS. No se encontraron diferencias significativas respecto a los valores
de Dimero — D entre el grupo control y los casos con artritis séptica p = >0.05, el
resto de las variables en el estudio presentaron diferencia significativa con respecto

al grupo control de manera pre como posoperatoria.
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CONCLUSIONES. Se encontro diferencia significativa en todas las variables en
estudio de manera preoperatorio y posoperatorio con excepcion de los leucocitos
en pacientes en los que no se logro aislar el agente etiologico en los cuales la
diferencia no fue significativa. Por otra parte, el Dimero — D en nuestro estudio no
mostro diferencias significativas, pero continla siendo objeto de estudio en

procesos infecciosos articulares.

PALABRAS CLAVE:

Dimero - D; Artritis Séptica; Velocidad de Sedimentacion Globular; Proteina C
Reactiva, Infeccién articular; Marcador Seroldgico; Biomarcadores; Fibrinolisis;

ELISA.

PROF. DR. med. JOSE FELIX VILCHEZ CAVAZOS

Director de Tesis
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INTRODUCTION. The early diagnosis of septic arthritis is very important.

But few detailed serological studies a diagnostic acuity in septic arthritis.

Plasma levels of acute phase reactants, tales as C-Reactive Protein (CRP) and
Erythrocyte sedimentation rate (ESR) increase in response to trauma, infection,

inflammation and malignancy

The level of CRP reacts faster and is more sensitive than that of ESR.
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Numerous studies have shown that systemic and local infectious processes have
demonstrated activity of the fibrinolytic system. What has currently led to the
quantification of serum D-Dimer values and gained attention in predicting the

prognosis in patients with sepsis and bacteremia.

Serological quantification of D-Dimer is a simple, economical, readily available test
that closely reflects the activation of the coagulation system and, thus, could also be

the severity of the host response.

For this reason, D-Dimer has been explored as a potential marker for risk

stratification in infected patients.

OBJECTIVE. The objective of this study is to determine the value of D-Dimer as a
diagnostic serological marker in patients with septic arthritis, compare it against ESR
and CRP in early diagnosis and determine its usefulness in the follow-up of patients

with septic arthritis.

MATERIALS AND METHODS. A controlled clinical trial was conducted in which a
total of 42 patients (prior informed consent application) were included, who were
subjected to peripheral blood sampling before and after the diagnosis of septic
arthritis. Patients were divided into two equal groups (n = 20) 5-10 ml (1 -2
tablespoons) of peripheral whole blood will be obtained with aseptic technique at the
time of diagnosis of septic arthritis for the quantification of Dimer blood levels. - D,
this during the stay of the patients in the Emergency Department of the José

Eleuterio Gonzalez University Hospital or in the External Consultation of the
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Orthopedics and Traumatology Service of the mentioned hospital, as part of its

diagnostic protocol. The sample will be transported at room temperature.

Subsequently they will be stored in a freezer at a temperature of -80 degrees Celsius
for a period of 5 years. The storage will be in the Department of Immunology of the
Faculty of Medicine of the U.A.N.L. in order to be processed once the estimated
number of samples required for the research study is obtained. After this time, your
final destination will be the elimination in accordance with the established laws in

force.

A clinical review will be performed on each patient prior to discharge and one month
after recruitment to determine the presence of any complication or sequela of septic
arthritis, this through the WOMAC and SF-36 health questionnaires. In the event that
patients cannot attend their clinical review, a telephone survey will be conducted to

determine the presence of complications.

RESULTS. No significant differences were found in the D-Dimer values between the
control group and the cases with septic arthritis p = >0.05, the rest of the variables
under study did show a significant difference between the control group before and

after surgery.

CONCLUSIONS Significant difference was found in all the variables studied
preoperatively and postoperatively with the exception of leukocytes in patients in
whom it was not possible to isolate the etiologic agent in which the difference was
not significant. On the other hand, D-Dimer in our study did not show significant

differences, but continues to be studied in infectious joint processes.
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INTRODUCCION

En nuestro Hospital Universitario siempre contamos con un interés creciente por el
diagndstico temprano de infecciones articulares debido a que en muchas
ocasiones este es dificil lo cual resulta en un retraso en el tratamiento del

paciente.

Esto debido a la pobre especificidad de los actuales métodos diagnosticos para la

enfermedad

El interés surgio posterior a la importancia que estaba tomando el Dimero — D en

procesos infecciosos sistémicos, asi como su utilidad diagnostica y pronostica.

Esta Tesis va encaminada a valorar la probable utilidad como método diagndstico
del Dimero — D en pacientes con una infeccién local articular ademas de valorar si
también puede brindar datos sobre pronostico o recurrencia de infeccion en

pacientes con diagnostico de Artritis Séptica

Creemos de la misma manera que nuestro hospital cuenta con las instalaciones
necesarias para procesar el Dimero — D en sangre motivo por el cual, se trabajara
en conjunto con el servicio de Inmunologia Clinica para el manejo de dichas

muestras

10
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO
1.1 Artritis séptica

La artritis séptica (AS) es una enfermedad devastadora, que en la mayoria de las
ocasiones resulta en la afeccion funcional de la articulacion de caracter irreversible.
Se define como la inflamacién aguda de la membrana sinovial causada por agentes
infecciosos que provocan el deterioro del cartilago articular. Puede afectar todas las
articulaciones del cuerpo humano, pero las mas involucradas son la rodilla en el

50%, cadera 20-25% y hombro 10-15%.

La rodilla es la articulacion mas afectada y las vias de llegada del germen a la
articulacion son multiples, donde existen en ocasiones factores predisponentes al

padecimiento de esta enfermedad.

Su presentacién clinica es por lo general aguda, traducida en sintomas locales
como: dolor intenso de la articulacion, pérdida de la movilidad articular, aumento
repentino de la temperatura local e imposibilidad para la marcha, dentro de los
sintomas y signos sistémicos, es frecuente detectar fiebre elevada, compromiso del
estado general, ademas del aumento significativo de la frecuencia cardiaca y
respiratoria. En ocasiones el cuadro clinico no es tan evidente, en particular en

enfermos con compromiso del sistema inmunoldgico.
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El diagndstico temprano evita complicaciones y esta basado en elementos clinicos,
imagenologicos, microbioldgicos y anatomo-patologicos. La estrategia de
tratamiento debe ser agresiva y enfocada segun el posible agente causal de la

enfermedad.

1.2 Agentes Etioldgicos

Los gérmenes mas encontrados en la AS son los aerobios Gram positivos en el 80
% de los casos y de ellos el Staphylococcus aureus ocupa el 60 %, seguido de los
Streptococcus en un 20 %. En el nifio, el Haemophylus influenzae puede ser
detectado, aunque su incidencia ha disminuido en la actualidad. En caso de S.
aureus resistentes al tratamiento se pueden emplear antimicrobianos como el
linezolid y la daptomicina. Cuando existe sospecha de infeccién por gérmenes Gram

negativos, esta justificado el uso de la ceftriaxona.

La presencia de gérmenes Gram negativos es mas frecuente en pacientes con
sistema inmunolégico comprometido como: drogadictos, heridas contaminadas y
tumores gastrointestinales, la incidencia por este tipo de microorganismo es de

alrededor del 1 % y se asocian por lo general a la presencia de la Chlamydia.

1.3 Dimero =D

El dimero-D (DD) es el principal producto de la degradacién de la fibrina por la
plasmina y es generado en el paso final de la formacién de trombos (Figura 1). Los

valores de DD plasmaéticos, por lo tanto, son un indice de activacion de fibrina en
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la circulacion. Se han demostrado niveles circulantes elevados de DD en casos,
condiciones clinicas que pueden cursar con trombosis y fibrindlisis, tales como
tromboembolismo venoso agudo, embarazo, traumatismo, neoplasias, sepsis,

coagulacion intravascular diseminada y eventos coronarios agudos.

El DD esta formado por dos monémeros adyacentes unidos por un enlace de
cadena cruzada. Bajo condiciones fisiologicas, se trata de un complejo no
covalente con el dominio E de una unidad de fibrina de un filamento adyacente del
complejo DD/E. Es formado por la accion secuencial de tres enzimas: trombina,

Factor Xllla y plasmina.

Primero, la trombina escinde al fibrinégeno produciendo monémeros de fibrina.3,4
Segundo, la trombina activa al factor XllI, catalizando la formacién de enlaces
covalentes entre los dominios D en la fibrina polimerizada. Tercero, la trombina
fragmenta al plasmindgeno generando la plasmina, la cual escinde las uniones
cruzadas de la fibrina, liberando productos de la degradacion de la fibrina 'y

exhibiendo el antigeno del DD.

El antigeno del DD puede existir tanto sobre los productos de la degradacion de la
fibrina derivados de la fibrina soluble, antes de la incorporacién de un gel de
fibrina, como sobre la fibrina trenzada que forma el coagulo degradado por la
plasmina.5 El fibrinbgeno esta formado por tres pares de cadenas de polipéptidos
llamados Aa, Bb y g. Las seis cadenas estan sostenidas entre si por puentes

disulfuro, siendo una de las partes finales de la molécula la region N-Terminal,
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llamada region N-DSK. La region N-DSK es parte de la estructura nodular llamada
dominio E. Las seis cadenas emergen de esta area de la molécula para formar
dos paquetes laterales, conteniendo una cadena de cada polipéptido (Aa, Bby g).
La region terminal C de cada paquete se une para formar 2 nédulos separados
llamados dominios D, quedando expuestas las cadenas a, b.6 Las pruebas
comerciales modernas de dimero - D usan anticuerpos monoclonales que
detectan un epitope presente en el factor Xllla-fragmento dominio D de la fibrina
entrecruzada, pero no en productos de la degradacion del fibrinbgeno o de la

fibrina no entrecruzada.

lembina Ensamblado de fibrina
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Figura 1. Esquema representativo de la formacion del Dimero — D
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1.4 Ensayo por Inmuno absorcion ligado a enzimas
Las siglas por las que se conoce al ensayo por inmuno absorcion ligado a

enzimas son ELISA (en inglés enzyme-linked immunosorbent assay). Se

trata de una técnica de laboratorio que fue disefiada por cientificos suecos y

holandeses en 1971, que permite detectar pequefas particulas llamadas
antigenos (Ag), que habitualmente son fragmentos de proteinas. La

identificacion es especifica, es decir, consigue que pequefios segmentos de

proteinas destaquen y no puedan ser confundidas con otras.
Molécula de anticuerpo inmunoglobulina con antigeno

Para poder identificar los antigenos se utilizan moléculas con dos componentes

acoplados: un anticuerpo (Ac), (que se une al antigeno de forma especifica) y

una enzima (que se activa y sefiala la unién al antigeno). Antes del

descubrimiento del ELISA se utilizaban moléculas radioactivas en vez de enzimas,

lo que suponia un riesgo afiadido innecesario en el laboratorio y un mayor coste.

Gracias a esta técnica se han podido realizar estudios cientificos en campos como
la biologia, la bioquimica y la medicina. En el hospital se utiliza principalmente
para identificar gérmenes agresores que se encuentran en la sangre, orina,
esputos, etcétera. La técnica pronto se generalizé con el empleo de equipos
simples y muy baratos que se utilizan todavia hoy en muchos centros diagnosticos

de todo el mundo.
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1.4.1 Tipos de ELISA

ELISA directo: es la forma mas basica de realizar la técnica. Consiste en

recoger una muestra a estudiar y ponerla en un pocillo (un recipiente pequefio) en
frente de una muestra igual pero contaminada con el germen a estudiar, y otra
muestra en la que se sabe que no hay germen. Se aplica el anticuerpo con la

enzima en los tres pozos y se compara la muestra a estudio con las otras dos.

ELISA indirecto: se realiza de forma similar al ELISA directo, pero en este caso

se aflade primero un anticuerpo sin enzima y después uno con enzima. De esa
forma, la sefial que emite el enzima es mucho mas potente y la prueba es mas

sensible.

ELISA sandwich: en este caso en los pocillos primero se aflade un anticuerpo y

después la muestra, para que los antigenos queden ya retenidos en el fondo del
pozo. Después se afiade el anticuerpo con la enzima. Es la forma mas eficaz de
realizar la prueba.
Substrato( :{1\)
&

Anticuerpo de ( 3/?
, ‘ deteccion marcado con

-~ nzima
A“m’ m b:.‘ 2 ‘\y

Anticuerpo de (1)
captura =

Figura 2. Esquema de ELISA Sandwich
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Estudios basicos previos

A manera de introduccion en el pasado el Dimero — D era utilizado para tamizaje de

enfermedad tromboembadlica pero fue abandonado por su pobre especificidad [7],

[8].

Numerosos estudios han mostrado que los procesos infecciosos sistémicos y
locales resultan en actividad del sistema fibrinolitico [9], [10]. Lo que actualmente ha
llevado a la cuantificacion de valores séricos de Dimero D y ganado atencion al
predecir el prondstico en pacientes con sepsis y bacteriemia [11][12].

Ademas, en un estudio en caballos demostré elevacion de los niveles de dimero D

en liquido sinovial. [10]

2.2 Dimero — D e infeccidon

En otro estudio se demostré que los niveles elevados de dimero D son un marcador
temprano de mortalidad en etapas tempranas en estados de sepsis e infeccion.
Ademas el nivel de admisién de Dimero - D predice la gravedad de la enfermedad
y la mortalidad en endocarditis [13] y pacientes criticamente enfermos [14]sin

Coagulacién Intravascular Diseminada (CID) manifiesta.
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Amaral y colaboradores demostraron que el Dimero - D asi como otros
biomarcadores relacionados con la coagulacion aumentan significativamente
durante la sepsis y especialmente cuando se desarrolla coagulacion intravascular
diseminada (CID) [15]
La cuantificacion serolégica de Dimero - D es una prueba simple, econémica,
comunmente disponible que refleja de cerca la activacion del sistema de
coagulacion y, de esta manera, potencialmente también la gravedad de la respuesta

del huésped.

En una serie realizada por goebel y colaboradoes los niveles seroldgicos elevados
de Dimero - D parecen ser un marcador temprano de una mayor mortalidad en
pacientes fuera de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) con bacteriemia
comprobada por cultivo. Ayudan ademas a identificar pacientes con bacteriemia con

alto riesgo de mortalidad hospitalaria

Segun los resultados de Rodelo y colaboradores sugieren que altos niveles de
Dimero -D se asocian con la mortalidad a los 28 dias en pacientes con infeccién o
sepsis identificados en el servicio de urgencias. Ademas, los valores de Dimero - D
podrian ser extremadamente Utiles para identificar pacientes que podrian ser
objetivos potenciales para intervenciones terapéuticas[16]

Por esta razon, el Dimero - D ha sido explorado como un marcador potencial para

la estratificacion de riesgo en pacientes infectados [17]
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CAPITULO 3

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El diagnéstico precoz de la artritis séptica es muy importante.
Pero pocos estudios serolégicos muestran una agudeza diagnostica en la artritis

séptica. [1]

Los niveles plasmaticos de reactantes de fase aguda, tales
como Proteina C Reactiva (PCR) y Velocidad de Sedimentacién Globular (VSG)

aumentan en respuesta al trauma, infeccion, inflamacién y malignidad[1], [2]

El nivel de PCR reacciona mas rapidamente y es mas sensible que el de VSG.

Uno de los estudios mas importantes en la busqueda de biomarcadores fue
realizado por Lenski y su equipo de trabajo, quienes analizaron a 719 pacientes,
encontrando que la cantidad de leucocitos y los valores de lactado deshidrogenasa
en liquido sinovial, asi como la PCR en suero son los mejores marcadores

inflamatorios que ayudaban al diagndstico de la artritis séptica [3].

Algunos estudios compararon PCR y otros marcadores inflamatorios como la
procalcitonina (PCT)[4] Un péptido precursor derivado de la hormona calcitonina
demostrando que los niveles de procalcitonina circulante aumentan en diversas

formas de inflamacion e infecciones.[5] Ademas la precision diagnostica de PCT no
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se ve alterada por el uso de esteroides, mientras que el aumento de otros

marcadores inflamatorios como PCR si se ve atenuada por ellos.[6]

Taher y colaboradores investigaron en seres humanos un biomarcador sensible y
especifico para diferenciar una artritis infecciosa de una artritis no infecciosa[l1].Para
ello, tomaron en cuenta varios parametros estudiados afios anteriores realizaron
una curva ROC para encontrar el mejor biomarcador, siendo la procalcitonina
debido a su elevacion en aquellos pacientes con una artritis bacteriana. Tomando
en cuenta la alta presencia de neutrofilos activados en la articulacion y en circulacion

debido a la infeccion.

Debido a esta amplia gama de estudios serolégicos para el diagndéstico de artritis

Séptica y con su pobre especificidad se plante6 en la presente Tesis al Dimero — D

como un marcador probable para el diagnéstico precoz de esta enfermedad
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CAPITULO 4

JUSTIFICACION

La artritis séptica es un trastorno incapacitante, que requiere pronto diagnostico y
tratamiento. Los factores de riesgo mas importantes son las enfermedades

articulares subyacentes y protesis articulares.

El Andlisis microscopico, tincion de Gram del liquido sinovial y cultivo, velocidad de
sedimentacion globular (VSG) y proteina C Reactiva (PCR), son los marcadores
diagnésticos mas comunes utilizados para establecer diagnostico de la enfermedad,

a pesar de las controversias sobre su eficacia y aplicacion.

La proteina C-reactiva es un marcador establecido desde hace mucho tiempo, no
costoso y disponible en la mayoria de los centros médicos, utilizado para

diagnosticar la presencia de inflamacion e infeccion.
La respuesta Proteina C-reactiva no es especifica y nunca puede ser utilizado como
una herramienta diagndstica Unica, su aplicacion en enfermedades infecciosas es

cuestionable.

De ahi la necesidad de realizar la busqueda de nuevos marcadores seroldgicos

diagnosticos en la enfermedad.
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CAPITULO 5

HIPOTESIS

5.0 Hipotesis

El Dimero — D se eleva en sangre de manera mas temprana que los actuales

marcadores seroldgicos utilizados en el diagndstico oportuno de artritis séptica.

5.1 Hipotesis de trabajo o alterna (Ha)

e Alterna/ Trabajo: No existen diferencias significativas en el uso de Dimero — D
como marcador seroldgico en artritis sépticas comparado con PCR y VSG que
permita un diagnéstico precoz, disminuyan las complicaciones asociadas a dicha

enfermedad y permitan instalar un tratamiento temprano.

5.2 Hipotesis nula (HO)

e Nula: Existen diferencias significativas en el uso de Dimero — D como marcador
serologico en artritis sépticas comparado con PCR y VSG que permita un
diagnéstico precoz, disminuyan las complicaciones asociadas a dicha

enfermedad y permitan instalar un tratamiento temprano
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CAPITULO 6

OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar el valor corte del Dimero — D como marcador seroldgico diagnostico en

pacientes con artritis séptica.
6.2 Objetivos Especificos
1. Determinar el valor diagnostico en sangre de Dimero — D en artritis séptica

2. Determinar la superioridad del dimero — D comparado contra la VSG y la PCR
en el diagndstico temprano de artritis séptica.

3. Determinar la utilidad del Dimero — D en el seguimiento de pacientes con artritis
séptica.

4. Valorar el valor predictivo de los niveles sanguineos de Dimero — D para el riesgo
de complicaciones en pacientes con diagndstico de artritis séptica.
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CAPITULO 7

VARIABLES DEL ESTUDIO

PREOPERATORIAS POSTOPERATORIAS 1 MES POSTOPERATORIO
Edad Cultivo WOMAC
Género Leucocitos Séricos SF-36
Lateralidad Proteina C Reactiva Sérica

indice de masa corporal

Velocidad de Sedimentacion
Globular sérica

Antecedes personales patologicos
(DM, HAS, AR, EPOC, EVC,
Asma, Cancer, ERCT, etc.)

Dimero — D Sérico

Antecedentes personales no
patologicos

Leucocitos Séricos

Antecedentes heredofamiliares

Proteina C Reactiva Sérica

Articulaciéon Afectada

Velocidad de Sedimentacion
Globular sérica

Leucocitos Séricos

Proteina C Reactiva Sérica

Velocidad de Sedimentacion
Globular sérica

Dimero — D Sérico

Tabla 1. Resumen de las variables preoperatorias, Postoperatorias y 1 mes

postoperatorio en el presente estudio.
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CAPITULO 8

MATERIALES Y METODOS

8.1 Tipo de estudio

Estudio de casos y controles, comparativo, prospectivo y longitudinal, realizado en

un solo centro hospitalario.

8.2 Disefno del estudio

Estudio experimental, longitudinal, prospectivo, comparativo y analitico contra el
estandar de oro. Disefiado para probar el valor diagnéstico del Dimero - D en el

contexto de una infeccion articular

8.3 Consideraciones éticas

El presente protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion y el Comité de Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autdbnoma de Nuevo Ledn con la clave de registro OR18-00008 (Figura
2). No existidé ningun tipo de ganancia financiera o comercial por la realizacion del
presente estudio por lo que los autores declaran que no tienen ningun tipo de
conflicto de intereses. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para

participar en el presente estudio antes de la toma de muestras.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DI NULVO LHON FACULTAD DE MEDICINA Y HOSPITAL UNIVERSITARIO.

DR. MED. JOSE FELIX VILCHEZ CAVAZOS
Investigador principal

Servicio de Ortopedia y Traumatologla
Presente.-

Estimado Dr, Vilchez:

Le informo que nuestro Comité de Etica en Investigacion del Hospila' Universtario “Dr. Jose Eleuterio
Gonzalez", ha evaluado y aprobado el protocolo de investigacion titulado: “Dimero -D como
marcador serolégico en pacientes con artritis séptica” participando ademas el Dr. Juan Arturs
Villa Chavarria, Dr. med. Victor Manuel Fefia Martinez, Dr. med. Carlos Alberto Acosta Olivo, Dr. C.
Adnign Geovanni Rosas Taraco, Dr. C. Mario Cesar Salinas Carmona, Est. Daniela Guadalupe
Rodriguez Ramirez y el M.C. Jorge Armando Gonzalez Chapa como Co-investigadores, el cual
quedd registrado con la clave OR18-00008.

= Protocolo en extenso, version 1.1 de fecha 24 de julio del 2018.
= Formato de Consentimiento Informado, version 1.1 de fecha 23 de julio del 201E.
= Cuestionarios de seguimiento que seran aplicados al sujeto de investigacion

Cada vez que el Prolocolo sufrz modificacion, ésta debera someterse nuevamente para solicitar su
autorizacion.

Le reitero que es su obligacion presentar a este Comité de Etica en Investigacién un informe técnico
parcial a mas tardar el dia en que se cumpla &l afio de emision de este oficio, asi como notficar la
conclusion del estudio.

Sera nuestra obligacion realizar visitas de seguimiento a su sitio de investigacion para que toda lo
antenior esté debidamente consignado, en caso de no agegarse, este Comité tiene la autoridad de
suspender temporal o definitivamente la Investigacion en curso, todo esto con fa finalidad de
resguardar el beneficio y sequridad de todo el personal y sujetos en investigacion.

Atentamente -
“Alere Flammam Veritatis®
Monterrey, Nuevo Leon 3 de Agosto del 2018

DR. med, JOSE GERARDO GARZA LEAL
Presidenle de Comité de Etica en Investigacion

Comité de Etica en Investigacién

Comité de Investigacién
Av, Francsco | Madeto Ple. s/n y Av. Gonzalilos, Cot. Mdras Centio, 64400 Manterruy N L Moatco Ajailado Postal 14408

Teldlonos: (+52) 8329 4050 Exl 2670 al 2674, Cottew EleckiOnico. nvestgacmnthnicadymaduan wrm

Figura 3. Fotografia de la carta de aceptaciéon de los comités de Etica en

Investigacion y Comité de Investigacion del Protocolo.
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8.4 Reclutamiento

Los pacientes fueron reclutados activamente en la Sala de Urgencias y en la
Consulta Externa (#15) del Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital
Universitario de la U.A.N.L. de agosto de 2018 a la fecha. Cada paciente que fue
internado para la realizacion de toma de muestra sanguinea de biometria hematica,
velocidad de sedimentacién globular, proteina C reactiva y dimero - D ademas fue
invitado a participar voluntariamente en el estudio. El investigador principal o uno de
los Co-Investigadores (excepto por Médicos Pasantes de Servicio Social o los
Estudiantes de la Licenciatura de Médico Cirujano y Partero) fueron los
responsables de explicar minuciosamente los detalles del estudio, incluyendo los
beneficios potenciales y riesgos del mismo asi como responder todas las dudas que
pudiesen surgir, si el paciente aceptaba participar se le pidi6 que firmara el
consentimiento informado (ANEXO 1) en presencia de dos testigos y se realizd una
nota en el expediente clinico (ANEXO 2) donde se dejé registrado su inclusion en el
estudio, del mismo modo se le entreg6 una copia del consentimiento informado al
paciente. Para fines del estudio no fue necesaria la identificacion del paciente; solo
su género y edad. Se generd una carpeta personal para cada paciente incluido en
el presente estudio donde se concentraron sus datos personales en un formato
creado para fines de este protocolo (ANEXO 3) y se le pidi6é que llenara una hoja de

datos de informacion general del paciente (ANEXO 4).
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8.5 Caracteristicas y criterios de la poblacion

8.5.1 Criterios de Inclusién

Ambos Géneros

Pacientes mayores de 18 afos

Diagnastico clinico de artritis séptica

Valores de Velocidad de Sedimentacion globular (VSG) = 20 mm/h
Valores de Proteina C Reactiva (PCR) =1 mg/L

Conteo de leucocitos en suero = 10.0 x 10°/L

8.5.2 Criterios de Exclusion

Pacientes < 18 afios

Pacientes tratados 2 semanas antes con antibiéticos

Tratamiento con esteroides 2 semanas antes

Pacientes con sinovitis transitoria o artritis no infecciosa

8.5.3 Criterios de Eliminacion

Baja cantidad de muestra
Mala calidad de la muestra
Informacion incompleta de expediente clinico

Artritis no bacteriana
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8.5.4 Grupo control

Para aumentar el valor de los niveles plasmaticos obtenidos de Dimero — D se

decidié agregar un grupo control al estudio que cumpliera los siguientes criterios.
Criterios de inclusion a grupo control:

e Pacientes > 18 afios sin importar el género, sanos o con lesion en meniscos
de rodilla, sin artritis infecciosa bacteriana, artritis inflamatoria o infeccién

sistémica conocida.

8.6 Tamarfo de la poblaciéon y calculo del tamafio de la muestra

Se incluyeron un total de 42 pacientes divididos de manera equivalente en dos
grupos, es decir 21 pacientes por grupo, los cuales, fueron distribuidos Segun su
diagnéstico en Casos y Controles. El calculo del tamafio de la muestra se realizo
con el software PASS 2011 (NCSS, LLC, Kaysville, UT, EUA). Se realiz6 un
calculo de tamafio de muestra con una formula de estudio de prueba diagndstica.
Esperando que el Dimero-D tenga una sensibilidad del 89% en pacientes con
artritis séptica. Se realizo con una confianza bilateral de 80% y una significancia
de 0.2 con una potencia del 90% y una varianza de = 10. Este célculo fue
determinado en base a los pardmetros establecidos en la literatura. Se establecié

una Z alfa de 1.28.
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8.7 Lugar de referencia

Los pacientes se reclutaron desde la Sala de Urgencias y/o la Consulta No. 15 del
Servicio de Ortopedia y Traumatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio

Gonzalez” de la U.A.N.L. (Figura 3).

Los procedimientos quirdrgicos fueron realizados en el Departamento de

Terapéutica Quirurgica del Hospital Universitario de la U.A.N.L. (Figura 4).

Figura 4. Areas de Urgencias Adultos (izquierda) y Consulta externa de

Traumatologia y Ortopedia del Hospital Universitario (derecha).

Figura 5. Departamento de Terapéutica Quirargica.
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8.9 Obtencion y Procesamiento de las muestras

Se obtendran de 5-10 ml (1 -2 cucharadas) de sangre total periférica con técnica
aséptica al momento del diagndéstico de artritis séptica para la cuantificacion de los
niveles en sangre de Dimero - D, esto durante la estancia de los pacientes en el
Servicio de Urgencias del Hospital Universitario José Eleuterio Gonzalez o en la
Consulta externa del Servicio de Ortopedia y Traumatologia del hospital
mencionado, como parte del protocolo diagndstico del mismo. La muestra sera

transportada a temperatura ambiente.

Posteriormente seran almacenadas en un congelador a una temperatura de -80
grados Centigrados por un lapso de 5 afos. ElI almacenamiento sera en el
Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de la U.AN.L. con la
finalidad de ser procesadas una vez obtenido el nimero estimado de muestras
requeridas para el estudio de investigacion. Posterior a este tiempo, su destino

final serd la eliminacién de acuerdo con las leyes vigentes establecidas.

8.10 Estrategia General

La estrategia para el reclutamiento toma de muestras pre y posoperatorias,
almacenamiento, cirugia, alta médica, seguimiento y aplicacion de encuestas por la

consulta fue la siguiente (Figura 5).
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Estrategia general

1. Diagnostico de Artritis Séptica

2. Consentimiento informado

3. Recoleccién de laboratorios preoperatorios (BH, VSG, PCR Y DD)
4. Procedimiento quirdrgico

5. Recoleccién de laboratorios posoperatorios (BH, VSG, PCR Y DD)
6. Alta medica

7. Aplicacion de escalas (WOMAC Y SF-36)

FACULTAD

."J._u%
Serviclo da Criopedia,
----- 1oiogs
®

Leu
VSG
PCR

—> D-D

\_Inmunologia

Leu
VSG
PCR

h D-D

Consulta
15

. Inmunologia

Figura 6. Diagrama de flujo de la estrategia general del protocolo.
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8.11 Método de cuantificacion del Dimero — D

8.11.1 Insumos

Se realizo la cuantificacion de los niveles serologicos de DD mediante el método
de ELISA con el “Human D-Dimer ELISA KIT” (Figura 7) de la compafia SIGMA-

ALDRICH™ con numero de lote 0129F0020 (ANEXO 7).

Figura 7. Kit de ELISA para Dimero - D
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EL contenido del kit (Figuras 8 y 9) es el siguiente:

Placa de micro titulacion de 96 pocillos (12 x 8)

Buffer de lavado 20x

Liofilizado estandar de DD humano

Anticuerpo de deteccién para DD

Estreptavidina — peroxidasa de rdbano (HRP - Streptavidin)
Regente colorimétrico ELISA

Solucién de paro ELISA

Buffer diluyente de ensayo ELSA (2 Piezas)

ONoGA~LWNE

Figura 8. Placa de micro titulacién de 96 pocillos

Figura 9. Diluyentes, anticuerpos y agentes colorimétricos contenidos en el KIT
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8.11.2 Titulacién y preparaciéon de estandares

La cuantificacion de los niveles séricos de Dimero — D fue realizada en el
departamento de Inmunologia por la Quimica Azalea Magdalena Martinez Castilla,
bajo la supervision del Dr. Jorge Gonzalez Chapa y el Prof. Dr. C. Adrian
Geovanni Rosas Taraco mediante el método de inmuno absorcién ligado a

enzimas (ELISA) siguiendo el procedimiento descrito en los ANEXOS 9 — 11

8.12 Mediciones y desenlaces de interés

La dilucién utilizada fue de 1:300,000 segun nuestro analisis estadistico y las
sugerencias del KIT se incubo durante 2 horas y 30 minutos (Figura 10) y las
muestras de plasma fueron organizadas previo a la realizacion del ELISA en 3

grupos (Figura 11):

1. Muestra preoperatoria de pacientes con Artritis Séptica
2. Muestra posoperatoria de pacientes con Artritis Séptica

3. Muestra de pacientes control

Una vez realizado el ELISA los complejos Ag- Ac de DD (Figura 12) obtenidos

fueron llevados andlisis fotométrico para obtener su concentracion.
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Figura 11. Organizacion de las muestras de plasma sanguineo.
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Figura 12. Pocillos de ELISA con Dimero — D.

8.16 Analisis estadistico

Las variables cuantitativas fueron reportadas en mediana y rango Inter cuartil por
previa verificacion de su distribucion, las variables categéricas fueron reportadas

en frecuencias y porcentajes.

Para la comparacion del desenlace de interés entre los casos y controles se utilizé

la prueba U de Mann Whitney

Para comparacion de los niveles de Dimero - D pre y posoperatorio en los casos

se utilizé la prueba de Wilcoxon.
Se tomo como significativo un valor de p menor a 0.05

Se utilizo el paquete estadistico SPSS statistics V 25
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CAPITULO 9

RESULTADOS

Durante el periodo de reclutamiento, de agosto de 2018 a diciembre de 2019. En
total 42 pacientes fueron reclutados y estaban programados para incluirse en la
cuantificacion de niveles séricos de Dimero — D en el Departamento de

Inmunologia de nuestra Institucion. (Figura 13).

Pacientes Elegibles
(n=43)

Pacientes excluidos
1 participacion denegada

Aleatorizados (n = 42)

Grupo 1: Grupo 2:
Casos con Controles sin
Artritis Séptica Artritis Septica

(n=21) (n=21)

Perdidas durante
el seguimiento

(n=2)

Figura 13. Diagrama C.O.N.S.O.R.T. del estudio.
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Un total de 42 pacientes fueron reclutados para someterse a toma de muestra de

Dimero — D en artritis Séptica.

sangre venosa periférica para cuantificacion de Dimero — D sérico para

posteriormente ser organizados en casos y controles de acuerdo con el

diagndstico de Artritis Séptica (Grupo 1, n = 21) y sujetos Sanos (Grupo 2, n = 21)

y fueron estudiados y estudiados (figura 14).

Pacientes elegibles

(n=43)

Excluidos

Rehusd a
participar (n = 1)

Aleatorizados (n = 42)

Grupo 1:
Casos con
Artritis Séptica
(n=21)

Pérdida en
seguimiento
(n=2)

Analizado (n =19)
Excluidos del
analisis (n =4)

Asignaci()n

Seguimiento

Grupo 2:
Controles sin
Artritis Séptica
(n=21)

Pérdida en
seguimiento
(n=0)

Analizado (n =21)
Excluidos del
analisis (n = 18)

Figura 14. Esquema de asignacion, seguimiento y analisis de los pacientes

incluidos en este estudio.
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9.1 Caracteristicas demograficas de la poblaciéon

No se observaron diferencias para ninguna variable demografica, clinica o de
resultado. Las caracteristicas basales para el grupo 1 incluyeron: edad, sexo,
peso, talla, IMC, region anatdmica, lateralidad, enfermedades basicas (diabetes
mellitus, hipertension arterial, dislipidemia, etc.), niveles séricos pre y
postoperatorios de leucocitos, proteina C reactiva, velocidad de sedimentacion
globular y dimero — D, agente etiologico cultivado, escala visual analoga,

resultados de la encuesta SF — 36 y WOMAC. (Tabla 2)

Para el grupo 2 las variables incluyeron: edad, sexo, peso, talla, IMC,
enfermedades basicas (diabetes mellitus, hipertension arterial, dislipidemia, etc.),
niveles séricos preoperatorios de leucocitos, proteina C reactiva, velocidad de

sedimentacion globular y dimero — D. (Tabla 2).

La media de edad para los pacientes con artritis séptica (y la desviacion estandar)
fue de 57 £ 18.62 de los cuales 71.4% (15) eran del género masculino y 28.6% (6)

femenino (Figura 15)

Mientras que la media de edad para los casos (y la desviacion estandar) fue 44 +
19.31 de los cuales 66.6% (14) eran del género masculino y 33.3% (7) femenino

(Figura 15)
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Variable

Casos (n=21)

Controles (n=21)

Edad (Mediax DE)
Masculino
Femenino

Diabetes Mellitus

Hipertension Arterial
DM+HTA

Sin HTA/DM

Localizacion

Leucocitos preoperatorios
(K/ (Media + DE)

PCR preoperatorio
(mg/dL) (Media + DE)
VSG preoperatorio
(mg/dL) (Media + DE)

Leucocitos
postoperatorios (K/I)
(Media + DE)

PCR postoperatorio
(mg/dL) (Media £ DE)

VSG postoperatorio
(mg/dL) (Media + DE)

Cultivos

WOMAC (Media + DE)
SF36 Media + DE)

57 +18.62
71.4%
28.6%
47.6%
4.7%
4.7%

42.8%

Tobillo izquierdo-4.7%

44 +19.31
66.66%
33.33%

N/A
N/A
N/A

N/A

N/A

Codo derecho-9.5%
Hombro izquierdo-9.5%
Rodilla derecha-38%
Rodilla izquierda-38%

1250+ 7.4

18.19 +12.65

37.76 +10.18

11.16 £4.72

9.78 + 7.94

34.11 +10.39

S. Aureus-57.14%

8.04+1.9

0.6+0.2

16.76 £ 11.65

N/A

N/A

N/A

N/A

S. Coagulasa-4.76%
S. Beta Hem-4.76%
Negativo-33.33%

34.21 +14.32
43.50 +12.34

N/A
N/A

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demogréficas de los pacientes incluidos en el
estudio (media y desviacidén estandar asociadas)
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42 pacientes

Y4

N\ [

21 grupo 1 21 grupo 2

AN

VAN

\

H: 15 3\ Edad: Y ( H: 14 3\ Edad:

: + : +
M: 6 U 57+18.6 JAN M: 7 U 44+19.3

J

Figura 15. Diagrama representativo de la distribucién de los pacientes en el
estudio por género, asi como la edad media de cada grupo.

9.2 Niveles serologicos de Leucocitos, Velocidad de

Sedimentacion Globular, Proteina C reactiva'y Dimero — D.

Todas las variables fueron analizadas comparandolas contra los sujetos control,
Su asociacion con un agente etiolégico o no, asi como entre su estado pre y

postoperatorio.
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Los Leucocitos séricos presentaron diferencia significativa en su comparativa

preoperatoria contra los controles (p = <0.0001). (Figura 16).

. P=<0.0001 .
’ |
40-
307
) °
2 °
0 °
‘8 20+ ° 0 °
(& L °
(@] °
(&) [ ]
8 °, egoel .o.
—~ 10- 135 .
0

| | |
Controles Preoperatorio Posoperatorio

Figura 16. Prueba de Kruskal Wallis P=0.0002, Prueba comparacién multiple de
Dunn para niveles séricos de Leucocitos (Cajas y bigotes valores minimo a
maximo con media)

Mientras que la velocidad de sedimentacion globular y la Proteina C reactiva

presentaron diferencia significativa tanto preoperatoria como posoperatoriamente.

Esto de acuerdo con la literatura internacional (Figura 17).
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Figura 17. Prueba de Kruskal Wallis P=<0.0001, Prueba comparacion multiple de
Dunn para PCR y VSG (Cajas y bigotes valores minimo a maximo con media)

Para el Dimero — D no se obtuvieron diferencias significativas entre casos y
controles, asi como en la comparativa preoperatoria y posoperatoria de los

pacientes con artritis séptica. (Figura 18).

150000-
125000+
100000+ 1

75000 .

D-D pg/mL

50000+ 1

25000

| | |
Controles Preoperatorio Posoperatorio

Figura 18. Prueba de Kruskal Wallis P=<0.0001, Prueba comparaciéon mdltiple de
Dunn para DD (Cajas y bigotes valores minimo a maximo con media)

44



Villa-Chavarria, 2020 Dimero — D en artritis Séptica.

En las pruebas de U de Mann Whitney los niveles séricos de Leucocitos, PCR y
VSG. Fueron significativas tanto pre y postoperatoria comparada con los controles.
Sin embargo no fue asi para el Dimero — D. quien no presento dieferencia
significativa entre casos y controles o niveles pre y posoperatorios. (Ver Anexos

14.2,14.3 y 14.4)

Se realizaron pruebas de comparacion multiple entre los niveles preoperatorios y

el aislamiento de agente etioldgico en los cultivos de la articulacién.

No se encontrd diferencia significativa en los niveles de leucocitos en los casos

que no se aislo agente etioldgico. (Figura 19).

PreOp PreOp
P=0.0014 )
SO0 F=<0.000
e 50+
3 304 40 4
=
Q 1_:” 304
£ - 4
. ¢ . &
- 104 ire ... oY
i 104
D T T T 0 T r Cu'stt T :
Controles Con agente Sin agente Controles Con agente Sin agente
Prueba de Kruskal Wallis 2=0,0025, Prueba de Kruskal Wallis P=<0,0001,
Prueba comparacion multiple de Dunn Prueba comparacion multiple de Dunn
Cajas y bigotes valores minimo a Cajas y bigotes valores minimo a
maximo con media maximo con media

Figura 19. Andlisis de comparacion multiple preoperatorio de acuerdo con agente
etiolégico (Leucocitos y PCR).
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Controles Conagente  Sin agente Controles Con agente Sin agente
Prueba de Kruskal Wallis £=<0.0001, Prueba de Kruskal Wallis £>0.05,
Prueba comparacion multiple de Dunn Prueba comparacion multiple de Dunn
Cajas y bigotes valores minimo a Cajas y bigotes valores minimo a
maximo con media rmaximo con media

Figura 20. Analisis de comparacion multiple preoperatorio de acuerdo con agente
etiologico (VSG y DD).

Al analizar el Dimero — D no se encontro diferencia significativa en ninguno de los
casos (Figura 20).

Mientras que en el resto de las variables la diferencia fue significativa en todas las

variables de manera preoperatoria como posoperatoria. (Figura 21).

PosOp PosOp PosOp PosOp
P=00273 P=<0.0001 P=<0.0010
| |
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g . E £ 2
g 10 : ] @ 9 40000
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Prueba de Kruskal Wallis #=0.0316, Prueba de Kruskal Wallis #=<0.0001, Prueba de Kruskal Wallis #=0.0003, Prueba de Kruskal Wallis #=>0.05,
Prueba comparacion multiple de Dunn Prueba comparacion multiple de Dunn Prueba comparacion multiple de Dunn Prueba comparacion multiple de Dunn
Cajas y bigotes valores minimo a Cajas y bigotes valores minimo a Cajas y bigotes valores minimo a Cajas y bigotes valores minimo a
maximo con media maximo con media maximo con media maximo con media

Figura 21. Andlisis de comparacion multiple posoperatorio de acuerdo con agente
etiolégico (Leu, PCR, VSG y DD).
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9.3 Perdidas en el seguimiento.

Durante el estudio se perdieron en el seguimiento 2 pacientes del grupo con artritis

séptica:

1. Por alta voluntaria posterior al lavado quirtrgico
2. Deceso por Choque Séptico

En el caso de la paciente que firmo alta voluntaria se negd a dar explicaciones
solo refirié alivio inmediato posterior al manejo quirargico de la infeccion articular y
el segundo paciente fallecié secundario a choque séptico a pesar de la
intervencidn quirargica, entre los datos relevantes fue el paciente de mayor edad
incluido al grupo casos (88 afios) contaba con antecedente de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) y los siguientes niveles preoperatorios que fueron los Unicos
recabados antes del deceso Leucocitos = 21.6 K/UL, Proteina C Reactiva = 21.1

mg/dL y Velocidad de Sedimentacion Globular = 36 mm/Hr

9.4 Resultados del ELISA y complicaciones.

Durante la realizacion del analisis de Dimero — D mediante la prueba de ELISA se
utilizaron las diluciones mencionadas en el KIT, sin embargo, después de la
incubacion y andlisis solo arrojaron resultados un total de 18 muestras del total
analizado (40 analizadas); de las cuales 15 pertenecen al grupo 1 (Pacientes con

artritis séptica) y 3 pertenecen al grupo 2 (Pacientes Controles).

A partir de estos resultados fue donde se hizo el analisis estadistico de todas las
variables incluido el Dimero — D de los pacientes que arrojaron resultados (Ver

Anexo 14.15).
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CAPITULO 10

DISCUSION

Este es el primer estudio que compara el descenso entre los niveles séricos de
Dimero — D, Proteina C reactiva, Velocidad de Sedimentacién Globular y
Leucocitos en pacientes con diagnostico de artritis séptica. El hallazgo mas
importante de este estudio es que la proteina C reactiva se eleva y disminuye de
manera precoz comparado con la Velocidad de sedimentacién globular y

leucocitos.

Se encontrd también que los niveles séricos de Leucocitos a pesar de que se
elevan sobre los valores normales reportados en la literatura, no se modifican de
manera significativa en aquellos pacientes con diagndstico clinico de artritis

séptica pero que al momento de identificar el agente causal este no se logra aislar.

El Dimero — D cuantificado de manera preoperatoria proporciona un diagnostico
diferencial en las monoartritis infecciosas contra las no infecciosas, estas ultimas

presentando estos valores normales de DD (Gando et al; 2013).

De manera similar a lo encontrado en infecciones peri protésicas al momento de

reimplantar el dispositivo de revisidén (Lenski et al: 2015).

Asi mismo se ha demostrado que el Dimero — D funciona como factor pronostico

en casos de infeccidn sistémica y sepsis (Rodelo et al; 2018).
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10.1 Fortalezas y Limitaciones del estudio

Las fortalezas de este estudio incluyen su disefio prospectivo, comparado contra
sujetos sanos, con control estricto de variables, en ambiente comunitario, asi

como la inclusién de escalas de dolor y funcionales, se asilo agente etioldgico en
los pacientes, su disefio fue realizado para reducir el sesgo con controles sanos

descartando procesos infecciosos activos.

Otra fortaleza en nuestro estudio es que contamos con la base de datos
actualizada de los pacientes enrolados en el estudio, asi como muestras de

plasma pre y posoperatorias para posteriores cuantificaciones de Dimero — D.

Dentro de las limitaciones encontramos que el tamafio de la muestra en los que se

logro cuantificar los niveles serolégicos de Dimero — D fue reducido.

Otra limitacién que se encontr6 durante el desarrollo del presente estudio fue
lograr las diluciones adecuadas para cada muestra al momento de realizar la

cuantificacion del Dimero — D mediante el método de ELISA.

Nosotros consideramos que debido a nuestra poblacion de estudio se debe buscar
la cuantificacion de los niveles seroldgicos de Dimero - D por otro método

diferente al ELISA.

Se planea continuar con la investigacion y obteniendo los niveles de Dimero — D
de manera individual para obtener resultados con diferencia significativa ya que

esta enfermedad aun continua sin un estandar de oro en el diagnostico
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CAPITULO 11

CONCLUSIONES

1. Nuestro estudio demuestra que los niveles de PCR responder de manera
precoz comparados a los de VSG al momento del tratamiento quirdrgico de
una artritis séptica, aunque ambos disminuyen de manera significativa al

memento de realizar la comparacion estadistica.

2. Los niveles de leucocitos a pesar de elevarse en pacientes con diagndstico
clinico de artritis séptica, no lo hacen de manera significativa en aquellos

donde no se logra aislar el agente etiologico.

3. Nosotros no encontramos diferencia significativa en el uso de Dimero — D
como marcador seroldgico en artritis séptica; sin embargo, consideramos
gue el Dimero — D es un potencial marcador diagnéstico y pronostico en la

evaluacion de los pacientes con artritis séptica.
4. El Dimero — D continta siendo una alternativa en el diagnéstico de las

monoartritis infecciosas, ya que aun no se cuenta con un estandar de oro

para el diagnostico por laboratorio de las mismas.
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CAPITULO 13

RESUMEN AUTOBIOGRAFICO

El Dr. Juan Arturo Villa Chavarria naci6 en la Ciudad de San Nicolas de los Garza,
N.L el 07 de junio de 1990, hijo del Contador Arturo Villa Martinez y la Sra. Ma de Jesus
Chavarria Navarro. Curso sus estudios basicos en su ciudad de origen y obtuvo el Titulo
de Médico Cirujano y Partero por la Facultad de Medicina de la UANL en 2013, curso
su servicio social en el Departamento de Cirugia General de 2013 a 2014 y la
Residencia en Ortopedia y Traumatologia en el Hospital Universitario de la UANL de
2016 a 2020. Es entrenador del equipo de Animacion de la Facultad de Medicina de la

U.A.NL. desde 2009.

Entre sus principales distinciones se encuentran el “Premio a la Excelencia en el

Servicio Social en la modalidad de investigacion”.

Campeodn Mundial en la Internacional Cheer Union (ICU) representando a su pais en

2015.
Reconocido por el Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” como el mejor

“Estudiante distinguido del posgrado en Ortopedia y Traumatologia 2019”. Actualmente

aceptado para realizar un Fellowship en Cirugia articular en el periodo 2020-2021.
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CAPITULO 14

ANEXOS

14.1 Anexo 1. Formato de Consentimiento Informado

LWNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVD LEDN

FACULTAD DE MEDICIA ¥ HOSSITAL UNIVERSITAND

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

i (o g |
| Nombre del Investigador Principal Or mad. José Féix Vilchez Cavazos
TmHoTDmenw— == ;em:o de Ortopeda y Traumatoiogia =

! Toléfono de Contacto 83-47-19-83

l P;no:l ; Coma; - Juan Artura Villa Chavarria o

? Voﬁbn de Documento 11 =
?Fmdol)ocumlo 23 - Julio - 2018

Usled ha sido invitado(s) @ particpar en un estudio de Investigacion. Este decumento contiene niormacion
impertante acerca del propdsito del estudia, lo que Usted hard sl decide parkcipsr, y & forma en que nos gustaria
usiizar 5u informacion personal y la de su salud

Puede contener palabras que Usted no entienda. Par favor solicte a su médico o al personal del astudio que le
expique cusiguier palabra o informacién que no ke guede clara

¢CUAL ES EL PROPOSITO DEL ESTUDIO?

La alta mortmortalidad y el pobire prondstico de los pacentes hacen de la artritis séptica una enfarmedad de
imporiancia medica, acompaftado eto a los escases de estudios diagnidsticos especificos, Actualmants existan
POCos marcadores que Proporcionen nuevo canoamento de &8 anfemedad ¥y que pueda ser utilizada pars
determinar 12 gravedad y prondslico del paciente. Por % que 13 Iwvestigacitn en la que Usted participard es
importanie y con los resultados obtenidos se espera obtenar un NUEVD pardmetro diagndstico, el cual podra ser
ugado para el baneficio de 138 damds personas que presensan a misma siluacion y fener menor NdMero de
complicacionas, ayudando a su banefico

¢CUAL SERA LA DURACION DEL ESTUDIO Y CUANTOS PARTICIPANTES HABRA EN ESTE ESTUDIO?

La duracien del estudio serd de 3 afos nuesto grupo de 8 nvasligadores conformado por un equpo
multidiscpinano de MEdicos y quimicos quienes estaran particpando activamenie en la investigacon de la arnritis
séplica en 64 parsonas con dicka enfermedad an este hospital. Ademds de 128 controles representados por
Sujetas 5aN06 0 CON lesidn &n meniscos no infeccicsa

(CUALES SON LOS REQUISITOS QUE SE TOMARAN EN CUENTA PARA MI PARTICIPACION?

Lo critencs de inclusion y de exchusidn son los sigusntes
Criterios de inclusadn:
* Pacientes mayores 18 afos sn imponar &l género
* Diagndstico ciinico de artritis sépica
* Valores de Veloodad de Sedmentacitn Glabular (VSG) mayor 0 igual @ 30 mm
* Valres ge Proteina C Reactiva (FCR) mayor o igual a & mgil
¢ Conteo de keucoctos en suero mayor o igual a 12.0 x 10911
SERVICID OE ORTOPEDIA Y TRAUNMATOLOGIA

Ax. Frasciscn § Mo Pean, vy Av, Gonzabios, Col Mikess Centio
C.P. 84950 Montterrey, N4 Mucen Agartads Prstsl 346469 Tol, y Fas, 23475608

E-mal enigodiag@onipadi.ong Fomeito de Consentrreenio Informado V 1 1
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14.2 Anexo 2. Formato de nota de evolucion de reclutamiento al protocolo.

HOSPITAL UNIVERSITARIO  (QoMBRE: Fooooooooonouuu0uuu
“Dr. Jasé Eleuteria Gunz:ilez” REGISTRO: ORI N-X EDA.D!K}{ SEXO: = I

Franciseo I Madero pte. y 4v. Gonzalitos s/'n DIACNOSTICO: KRX

Col Mitras Centra, C_P 64460 . XK
Monterrey, N.L. Tel- (81) 83-89-11-11 GEPTO. Y/O SERV.

CUARTO: XX CAMA; XX
Fawor de esorbir |3 nota de acuendo a la NOMH04-5543-2012, numerdes 8.2 al 628 (sin abreviaciones, sin fdtar fecha, hora, nombre completo y firma de quien realiza)
[ NOTA DE EVOLUCION |
[Fecha: XKAXXXX Hora: XX:XX A

Evolucion y actualizacion del cuadro clinico (Tabagquismo, alcoholismo, adicciones) - SOAP
Resumen del interrogatorio y Estado mental (S):
PACIEMTE DE SEXO XXX DE XX ANOS DE EDAD |, XXX ANTECEDENTES X000

COHN DIAGNOSTICO DE ARTRITIS SEFTICA DE XXX
SE INGRESA EL DIA DE HOY PARA ARTROTOMIA Y LAVADOD ARTICULAR

Exploracion fisica (O):

SE INVITA AL PACIENTE AL PROTOCOLO OR18-0008 "DIMERO - D COMO MARCADOR SEROLOGICO EM PACIENTE
CON ARTRITIS SEPTICA"

SIENDO TESTIGOS 2 000 ™ 2 O OO 0

COMO ENCARGADCOS DEL ESTUDIO DR. FELIX VILCHEZ ¥ EL DR. JUAN VILLA

SE EXPLICAN PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO ¥ ACLARAN DUDAS

Interpretacidn de Estudios Auxiliares (O): Diagnostico (A): Signos Vitales:

LEU: Kiml ARTRITIS SEFTICA DE XXX TA XXX FR XXX
PCR: el FCXX Temp _¥X
WSG: rmirrHr Peso {kg'| O

DIMERO - D: ngfmi Evaluacion del Dolor:

Susan Givens Bell:
{escala del dolor neonatos)

Trat_amiento e Ingicaciones_médim (P): FLACC (0 a 5 afios):

({Indicar: dosis, via y periodicidad)

1 _INGRESO A SME \‘

7 SOLICITAR ESTUDIOS PRECPERATORIOS .\\_ = G,S;J (f‘f ) “\fﬁ @

3_BH, VSG,PCR ¥ DIMERC - D / \M —/J

4_PASAR LA QUIROFANO AL SOLICITAR Sin Dﬂlor Maxlmo [}olor

5 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sin Dolor Leve — Dolor Moderado Severn
Diglor

Pronostico: RESERVADC

Médicg Tratante {N ombre C_Dmp|e.t0 ) Fin‘na] DR. JUAN ARTURC VILLA CHAVARRiA CED. PROF: 8365043

Profesor Responsable DR_med FELIX VILCHEZ CAVAZOS INVESTIGADOR PRINCIPAL

000-005-R-01117
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14.3 Anexo 3. Base de datos para captura de datos

Dimero D [D - D)

Comorbilidades

# Facients Edad Registro | DM2 HTA‘ OTRA
1 Miguel Hernandez Soriano 73 [ 1604622-2 ] 1 Pl

pl Antonio Hernandez Nicolas 21 | 1539790-5 pl Pl

3 Alberto Perez Salas 54 | 1669036-4 1 2

4 Miguel Gonzalez Martinez 24 | 1e60078-9 1 1

5 Maria Rosas Rodriguez Camarillo 59 | 1123651-3| 2 2

6 Victor Delabra Morales 76 | 1680707-9| 1 2

7 Arturo Jose Hernandez Elizarradas 54 | 1690858-1 1 2

2 Esperanza Robledo Camacho 24 | 1474703-2| 2 2 |EPOC, OSTEOPOROSIS
=] Arturo Vargas Fabela 52 | 1697393-2 1 2

10 Pedro Cedillo Trejo 472 | 1685361-4| 1 Pl

11 David Lopez Vazques 62 | 1704795-2 2 2

12 Florencia lijon Cruz 79 | 1691794-9 1 2

13 lose Andres Mendoza Melendez 57 | 17170459 1 P

14 Isabel Alvarez Alvarez 45 | 17206901 pl Pl CEFRESION
15 Arturo Garza Alanis 75 1728162-4 2 2

16 Samuel EnrigueClivares mundo 28 [1727246-8] 2 P

17 Martha Diaz Alvarado 79 | 12967836 2 pi

18 Yadira Martina Silva Garcia 54 [ 1732164-4 ] 2 P AR
19 lonas Coronado Cura 45 | 1478720-4 2 2

20 Claudio Garcia Carrales 22 [ 1763975-2] 1 Pl

21 Elias Silva Simental 49 | 1765676-0 1 P
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14.4 Anexo 4. Hoja frontal formato individual

OR10-00008. Dimero-D como marcador serolégico en pacientes con artritis séptica.
Paciente
Nombre; ) Edad:
Sexo:
Registro HU: No. de Paciente:
Teléfono: Tel, de Contacto:
Celular; Consentimiento informado.
Peso
e GRUPD
AHF: APNP:
oM HTA AR Otro Acoholsmo Tabaguizmo
APP:
Evaluaciones
! 1 mes
Pr i : X
eoperatorio | Postoperatorio bostoperatorio
Leucocitos
PCR
VSG
Dimero-D
WOMAC
SF-36
Cultivo
L
Servicio de Ortopedia y Traumatologia 3%
Hospital Universitario “fosé E. Gonzdlez” g

57



Villa-Chavarria, 2020

14.5 Anexo 5. Cuestionario de Salud SF-36

Dimero — D en artritis Séptica.

Cuestionario de Salud SF-36

Es un instrumentc desamollado a partr de una
extensa bateria de cuestionarios utilizados en el
Estudio de los Resultados Médicos (Medical Cutcomes
Study) (MOS). Detecta tanto estades positivos de salud
como negatives, asi como explora la salud fisica v la
salud mental.

Consta de 35 temas, que exploran 8 dimensiones
del estado de salud: funcion fisica; funcién social;
limitaciones del rol: de problemas fisicos; limitaciones
del rmol. problemas emocionales; =alud mental;
vitalidad; dolor y percepcion de la salud general. Existe
un elemento no incluido en estas ocho categorias, que
explora los cambios experimentades en el estado de
zalud en el Gitimo afio.

Para su evaluacion s han propusesto dos formas
diferentes de puntuacion:

1. El Rand Group establecié una graduacion de
las respuestas para cada tema desde 0 a 100.
Mo todas las respuestas tienen e mismo valor,
ya que depende del nimero de posibilidades de
respuesta para cada pregunta.

2 El Health Institute otorga diferentes pescs
especificos a cada respuesta, segin unos
coeficientes que no siguen una distribucion
lineal.

Las caracteristicas de las puntuaciones =on COmMo
siguen:

A} Los temas y las dimensiones del cuestionario
propofcionan unas punfuaciones gque  son
directaments proporcicnales al estado de salud;
cuants mayores s2an, mejor estado de salud.

B) El rango de las puntuaciones para cada
dimension oscila de 0 a 100

En cuanto al cuestionario:

Mo esta disefiado para proporcionar un  indice
global, aunque en ocasiones se han propuesto
puntuaciones resumen de salud fisica v de salud
mental, mediante la combinacion de las respusstas de
lzs temas.

El cuestionarnic detecta tanto estados positives de
salud, como negativos. El contenido de las cuestiones
se centra en el estado funcional y el biensstar
emocional. Su  ambito de aplicacion abarca
poblacion general y pacientes, y se emplea en
estudios descriptivos y de evaluacion.

SECRETARLN DF
SALUD

SUBSELRETARIADE INROVACIGN ¥ CaLloan

Existe una “version estandar ™ que hace referencia al
estado de salud en las 4 semanas antericres y una
“version aguda™ que evalla la s2mana anterior.

El SF-36 contiene 36 temas formando B dimensiones
(ver “tabla 17 del apantado *3.Formato™).

Definicién de las dimensiones vy calificacion de los
temas:

1. Funcién Fisica: Grado de limitacion para hacer
actividades fisicas tales como el autocuidado,
caminar, subir escaleras, inclinarse, coger o
llevar pesos y los esfuerzos moderados e
intensos (10 temas).

2 Rol figico: Grado en que la salud fisica interfiere
en el trabajo y otraz actividades diarias
incluyendo  rendimiento  menor  que el
deseado, limitacion en el tipo de actividades
realizadas o dificultad en la realizacion de
actividades (4 temas).

3 Dodor corporal: Intensidad del dolor v su efecto
en 2l trabajo habitual, tanto fuera de casa como
en 2l hogar (2 temas).

4. Salud General: Valoracion personal de la salud
que incluye la salud actual, las perspectivas de
salud en el futuro y la resistencia a enfermar (5
temas).

3. Vitalidad: Sentimiento de energia y vitalidad,
frente al sentimiento de cansancioy agotamienio
{4 temas).

6. Funcién Social: Grado en que los problemas de
salud fisica o emocional interfieren en la vida

social habitual (2 temas).

7. Aol Emocional: Grado en que los problemas
emocicnales interfieren en el wabajo u otras
actividades diarias (3 temas).

8. Salud mental: Salud mental general,
incluyendo depresion, ansiedad, control de la
conducta o bienestar general (3 temas).

“Short form™ s un instrumento que se diseid como
indicador genérico de nivel de salud para usarse en
evaluaciones poblacionales y de politicas de salud. Se
puede usar en conjunto con instrumentos especificos
para medir resultados en practica clinica o de o
investigacion. Deriva del *Out Study Guem%}
E= aplicable a una gama de problemas. -
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14.6 Anexo 6. Western Ontario McMaster Universities Osteoarthritis Index
(WOMAC).

CUESTIONARIO WOMAC PARA ARTROSIS'

Las preguntas de los apartados A, B y C se plantearan de la forma que se
muestra a confinuacion. Usted debe contestaras poniendo una “xX™ en una
de las casillas.

1. Siusted pone la “X” en la casilla gue estd méas a la izquierda
Xl L] [ ] L] L]
Minguno Poco Bastante Mucho Muchisimo

indica que NO TIENE DOLOR.

2. 5iusted pone la “X” en la casilla gue estd mas a la derecha

[] O [ O X

Minguno Poco Bastante Mucho Muchisimo

indica que TIENE MUCHISIMO DOLOR.

3. Porfavor, tenga en cuenta:
a) gue cuanto mas a la derecha ponga su “X” mas dolor siente usted.

b) gue cuanto mas a la izquierda ponga su “X” menos dolor siente
usted.

¢] Mo marque su “x" fuera de las casillas.
Se le pedira que indique en una escala de este tipo cuanto dolor, rigidez o

incapacidad siente usted. Recuerde que cuanto mas a la derecha ponga
la "X" indicara que siente mas dolor, rigidez o incapacidad.

! Traducido y adaptado por E. Batlle-Gualday J. Esteve Vives
Batlle-Gualda E, Eseve-Vives J, Piera MG, Hargreaves R, Cuits J. Adaptacidn transculural del
cuesticnario WOMAL especifico para atrosis de rodilla y cadera. Aev Esp Resumnaiol 198 26: 38-45.
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14.7 Anexo 7. Certificado del kit de ELISA para Dimero — D

SIGMA-ALDRICH"

Certificate of Analysis

Product Name

Product Number
Lot Number

Storage

Components

Assay/Sample Diluent Buffer
dilution
(Preparation, Step 2)

Sample Dilution
(Preparation, Step 3)

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103 USA
Tel: (800) 521-8956 (314) 771-5765 Fax: (800) 325-5052 (314) 771-5757

Human D-Dimer ELISA Kit

for serum, plasma, and cell culture supernatants
RAB0648

0129F0020

Store the kit at -20°C. It remains active for up to 1 year. Avoid repeated freeze-
thaw cycles. The reconstituted standard should be stored at -20°C or -70°C (-
70°C is recommended). Opened microplate strips or reagents may be store for
up to 1 month at 2-8°C. Return unused wells to the pouch containing
desiccant pack and reseal along entire edge.

1. Human D-Dimer Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - RABOB48A-
1EA-KC: 96 wells (12 strips x 8 wells) coated with anti-Human D-Dimer.
2. 20x Wash Buffer (Item B) - RABWASH4
3. Lyophilized Human D-Dimer Protein Standard (Item C) - RAB0648C-
1VL-KC
4. Biotinylated Human D-Dimer Detection Antibody (Item F) - RAB0O648F-
1VL-KC
. HRP-Streptavidin (Item G) - RABHRP5
- ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate, Item H) - RABTMB3
. ELISA Stop Solution (Item I) - RABSTOP3
- ELISA 5x Assay/Sample Diluent Buffer (Item E2) - RABELADE-15ML (2
bottles)

o0 ~NOoO O,

Assay/Sample Diluent Buffer (Item E2) should be diluted 5-fold with deionized
or distilled water before use.

1x Assay/Sample Diluent Buffer (Item E2) should be used for dilution of
serum, plasma, and cell culture supernatant samples. The suggested dilution
for normal serum/plasma is 5,000 - 500,000 fold. For example, add 1 ul of
serum/plasma into a tube with 199.0 ul Assay 1X Diluent Diluent to prepare a
200-fold diluted sample. Mix thoroughly and then pipette 1 pl of prepared 200-
fold diluted sample into a tube with 499 pl 1X Assay Diluent to prepare a final
100,000 fold diluted sample.

* Please note that the levels of D-Dimer may vary between different samples.
Optimal dilution factors for each sample must be determined by the
investigator.
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14.8 Anexo 8. Preparacion de las diluciones

Preparation of Standard

@@@@@@ ar>

Briefly spin a vial of Item C. Add 400 ul 1X Assay Diluent (Item E2) into Item C
vial to prepare a 500 pg/ml standard solution. Dissolve the powder thoroughly

by a gentle mix. Add 60 pl of the D-Dimer standard from the vial of Item C, into
a tube with 440 pl 1X Assay Diluent to prepare a 60 pg/ml standard solution.

(Preparation, Step 4) Pipette 400 pl 1X Assay Diluent into each tube. Use the 60 pg/ml standard
solution to produce a dilution series (Figure 1). Mix each tube thoroughly
before the next transfer. 1X Assay Diluent serves as the zero standard (0
pg/mi).
60 pl 200 pl 200l 200l 200 pl 200 pl 200 pl

S
-

| = |
O ) e &

Il Std1 Std2_|[ std3 ][ stda | std5 |[_Std6 | _Std7 ][ |[Zero Standard
\[/):;:-?; ni;)noc;; 440 pl 400 i ‘ 400 pl 400 pl 400 pl 400 pl ” 400 I 400 pl
500 6.667 2.222 || 0.741 0.247 || 0.082
Conc.
one pg/ml B0 pgimiji20 pg/ml! pg/ml || pg/ml || pg/ml || pg/ml || pg/ml iy

Preparation of Biotinylated
Detection Antibody
(Preparation, Step 6)

Dilution of HRP-Streptavidin
Concentrate
(Preparation, Step 7)

Briefly spin the Detection Antibody vial (Item F) before use. Add 100 l of 1x
Diluent Buffer (Item E2) into the vial to prepare a detection antibody
concentrate. Pipette up and down to mix gently (the concentrate can be stored
at 4°C for 5 days). The detection antibody concentrate should be diluted 80-
fold with 1x Diluent Buffer (Item E2) and used in Procedure, step 4.

Briefly spin the HRP-Streptavidin concentrate vial (Item G) and pipette up and
down to mix gently before use, as precipitates may form during storage. HRP-
Streptavidin concentrate should be diluted 900-fold with 1x Diluent Buffer (ltem
E2).

For example: Briefly spin the vial (Item G) and pipette up and down to mix
gently. Add 10 ul of HRP-Streptavidin concentrate into a tube with 9 ml 1X
Assay Diluent to prepare a 900-fold diluted HRP-Streptavidin solution (don't
store the diluted solution for next day use). Mix well.
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14.9 Anexo 9. Ejemplo de grafica de concentracién de Dimero — D

Typical Data

e
14 o
- i -
[ e 1
£ | /
Q {
Li; i /
N ’ y: ,
Q | / |
O | i
iy {‘ .
0.01 0.1 1 10 100

Human D-Dimer concentration (pg/ml)

The minimum detectable dose of Human D-Dimer was determined to be 0.08
pg/ml.

Sensitivity Minimum detectable dose is defined as the analyte concentration resulting in
an absorbance that is 2 standard deviations higher than that of the blank
(diluent buffer).

Recover Recovery was determined by spiking various levels of Human D-Dimer into the
y sample types listed below. Mean recoveries are as follows:

Sample Type Average %0 Recovery Range (%)
Serum 126.7 108-147
Plasma 124.8 105-141
Cell culture media 106.8 74-124

3
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14.10 Anexo 10. Boletin técnico del kit ELISA

SIGMA-ALDRICH"

ELISA Kit Information

Storage Temperature —20 °C

Product Description

This ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) kit
is an in vitro enzyme-linked immunosorbent assay for
the quantitative measurement of a target protein in
biological samples, such as serum, plasma, cell culture
supernatants, urine, and/or cell and tissue lysates (see
current Certificate of Analysis for validated sample
types). This assay employs a specific capture antibody
coated on a 96 well plate. Standards and samples are
pipetted into the wells and the target protein present in
a sample is bound to the wells by the immobilized
antibody. The wells are washed and a biotinylated
detection antibody specific for the target protein is
added. After washing away unbound biotinylated
antibody, HRP-conjugated streptavidin is pipetted to the
wells. The wells are again washed, a TMB substrate
solution is added to the wells and color develops in
proportion to the amount of target protein bound. The
Stop Solution changes the color from blue to yellow,
and the intensity of the color is measured at 450 nm.

Components

1. Antibody-coated ELISA Plate (Item A) - 96 wells
(12 strips x 8 wells) coated with specific capture
antibody.

2. 20x Wash Buffer (Item B) — RABWASH4: 25 ml of
20x concentrated solution.

3. Target Protein Standard (Item C) - 2 vials,
recombinant protein.

4. Assay/Sample Diluent Buffer/s: See current
Certificate of Analysis

5. Biotinylated Detection Antibody (ltem F) 2 vials of
biotinylated detection antibody (each vial is enough
to assay half a microplate).

6. HRP-Streptavidin (ltem G) — RABHRPS5: 200 pl of
concentrated HRP-conjugated streptavidin.

7. ELISA Colorimetric TMB Reagent (HRP Substrate,
Iltem H) — RABTMBS3: 12 ml of 3, 3', 5, 5'-tetra-
methylbenzidine (TMB) in buffer solution.

8. ELISA Stop Solution (Item I) — RABSTOP3: 8 ml of
0.2 M sulfuric acid.

sigma-aldrich.com

TECHNICAL BULLETIN

Reagents and Equipment Required but Not

Provided.

1. Microplate reader capable of measuring

absorbance at 450 nm.

Precision pipettes to deliver 2 ul to 1 ml volumes.
Adjustable 1-25 ml pipettes for reagent preparation.
100 ml and 1 liter graduated cylinders. ¥~

Absorbent paper. ¥

Distilled or deionized water.

SigmaPlot® software (or other software which can
perform four-parameter logistic regression models). ~
8. Tubes to prepare standard or sample dilutions. ~~

NoOonk~ON

Precautions and Disclaimer

This product is for Research Use Only. Not for Use in
Diagnostic Procedures. Please consult the Safety Data
Sheet for information regarding hazards and safe
handling practices.

Preparation Instructions
1. Bring all reagents and samples to room
temperature (18-25 °C) before use.

2. Assay/Sample Diluent Buffer dilution: See current
Certificate of Analysis for dilution instructions.

3. Sample dilution: See current Certificate of Analysis
for dilution instructions and recommendations.
Note: Levels of the target protein may vary between
different specimens. Optimal dilution factors for
each sample must be determined by the
investigator.

4. Preparation of target protein standards: See current
Certificate of Analysis for dilution instructions.

5. If the Wash Buffer (20x) (ltem B) contains visible
crystals, warm to room temperature and mix gently
until dissolved. Dilute 20 ml of Wash Buffer
concentrate into deionized or distilled water to yield
400 ml of 1x Wash Buffer.
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6. Preparation of Biotinylated Detection Antibody: See

current Certificate of Analysis for dilution
instructions.

7. Dilution of HRP-Streptavidin concentrate (Item G):
See current Certificate of Analysis for dilution
instructions.

Storage/Stability
Store the kit at =20 °C. It remains active for up to
1 year. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

The reconstituted standard should be stored at —20 °C
or =70 °C (70 °C is recommended). Opened
microplate strips or reagents may be store for up to

1 month at 2-8 °C. Return unused wells to the pouch

containing desiccant pack and reseal along entire edge.

Procedure

1

Bring all reagents and samples to room
temperature (18-25 °C) before use. It is
recommended that all standards and samples be
run at least in duplicate.

Add 100 ul of each standard (see Preparation, step
4) and sample into appropriate wells. Cover wells
and incubate for 2.5 hours at room temperature or
overnight at 4 °C with gentle shaking.

Discard the solution and wash 4 times with 1x
Wash Solution. Wash by filling each well with Wash
Buffer (300 pl) using a multichannel pipette or
autowasher. Complete removal of liquid at each
step is essential to good performance. After the last
wash, remove any remaining Wash Buffer by
aspirating or decanting. Invert the plate and blot it
against clean paper towels.

Add 100 ul of 1x prepared Biotinylated Detection
Antibody (see Preparation, step 6) to each well.
Incubate for 1 hour at room temperature with gentle
shaking.

Discard the solution. Repeat the wash as in step 3.

Add 100 ul of prepared HRP-Streptavidin solution
(see Preparation, step 7) to each well. Incubate for
45 minutes at room temperature with gentle
shaking.

Discard the solution. Repeat the wash as in step 3.
Add 100 ul of ELISA Colorimetric TMB Reagent
(Item H) to each well. Incubate for 30 minutes at

room temperature in the dark with gentle shaking.

Add 50 pl of Stop Solution (Item 1) to each well.
Read at 450 nm immediately.

Results

Calculations

Calculate the mean absorbance for each set of
duplicate standards, controls, and samples, and
subtract the average zero standard optical density. Plot
the standard curve using SigmaPlot software, with
standard concentration on the x-axis and absorbance
on the y-axis. Draw the best-fit curve through the
standard points.
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14.12 Anexo Prueba U de Mann Whitney para Leu. pre y posoperatorio

P=<0.0001 £=0.0139
40 25+

20+ .

i 30-| 5 .
. o e

2 20+ . 2 t .
3} o ‘o .o
g : 8 104 B 5 1,
.- =] vaes 2%

3 10 My =i = 4

= ! siee . 5 o2 .

0 T T T 0 T T

Controles Pacientes (PreOp) Controles Pacientes (PosOp)

Prueba U de Mann Whitney
Cajas y bigotes con media

14.13 Anexo Prueba U de Mann Whitney para PCR pre y posoperatorio
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14.14 Anexo Prueba U de Mann Whitney para VSG pre y posoperatorio
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14.15 Anexo Prueba de Wilcoxon para Dimero —

12 565 (12,135-38,804) 52,739 (41,904-59,236)  0.189
_ 12,532 (12,106-69,585) NA NA
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Monterrey, Nuevo Leon a
20 de Enero de 2020.

J.AV.C
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Dr. med. Felipe Arturo Morales Martinez
Subdirector de Estudios de Posgrado
Facultad de Medicina, UANL.
Presente.-

Por medio de la presente me permito enviarle un cordial saludo, asi mismo hacer
de su conocimiento que el Dr. Juan Arturo Villa Chavarria, ex residente de
esta Especialidad realizd su tesis de manera satisfactoria bajo la direccion

del Dr. med. Carlos Alberto Acosta Olivo, Coordinador de Investigacion del Servicio.

Asi mismo se hace constar que obtuvo el 39% de similitud en la “Plataforma

Turnitin”.

Sin otro particular por el momento, quedo a sus distinguidas érdenes.

Atentamente
“Alere Flammam Veritatis"
Monterrey, N.L., a 20 de abril del 2021
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Dr. med. Santiago de la Garza Castro
Coordinador de Posgrado del Servicio

) DE ORTOPEDIA Y TRAUMATOLOGIA
co | Madero Pte s/n. y Av Gonzalitos, Col. Mitras Cenlro,

Monterrey, N.L Mexico Apartado Postal 1-4469 Tels.: 8347-6698 y 8333-5456
sciotraumatologiahu@gmail.com
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