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INTRODUCCION

1. SEPSIS

1.1. DEFINICION

La sepsis es una entidad clinica que se define como la respuesta del huésped ante la
presencia documentada de bacterias.

Las manifestaciones ordinarias son fiebre, escalofrios, taquicardia, taquipnea y alteracion
mental. Cuando aparecen hipotensién y signos de riego sanguineo insuficiente a los drganos, el
proceso s¢ denomina shock séptico. La insuficiencia circulatoria se caracteriza por una
resistencia vascular disminuida, descenso de la funcion contractil del miocardio, estancamiento y
mala distribucién de la sangre en la microcirculacién. Igualmente aparecen lesiones difusas,

celulares y tisulares v, finalmente, un fracaso generalizado de los 6rganos.
1.2. ETIOLOGIA

Las manifestaciones de la sepsis pueden apreciarse en las infecciones sistémicas graves
con toda clase de microorganismos; sin embargo el shock séptico franco se debe, sobre todo, a
bacterias gramnegativas (60 a 70% de los casos). Los estafilococos, neumococos, estreptococos y
otros agentes grampositivos son menos frecuentes (20 a 40%), también los hongos oportunistas
(2 a3 %)y, raras veces, las micobacterias o ciertos virus (el dengue-fiebre hemorragica y los
virus del herpes) o los protozoos (Plasmodium falciparum).

En la sepsis, los microorganismos que se aislan mas a menudo en los hemocultivos son
Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Pseudomonas spp. y Serratia
spp.. seguidos por los estafilococos y neumococos. La bacteriemia por gramnegativos se
complica con shock en un 40% aproximadamente de los enfermos; el shock se observaenun 5 a
15 % de los enfermos con bacteriemias agudas por neumococos o estafilococos. Cuando hay
meningitis y purpura generalizada el agente aislado con mayor frecuencia es Neisseria

meningitidis.
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Es relativamente habitual que los enfermos muestren manifestaciones clinicas de sepsis y
de shock séptico franco acompaiiando a una infeccidén localizada importante, pero sin que se
detecten microorganismos en el hemocultivo.

E! sindrome de la sepsis y el shock se desencadena por las interacciones de diversos
productos bacterianos existentes en la sangre, por ejemplo las endotoxinas de los gramnegativos,

con los sistemas mediadores del huesped.

1.3. EPIDEMIOLOGIA

Los factores predisponentes son, entre otros, diabetes mellitus, cirrosis, alcoholismo,
leucemia, carcinoma diseminado o linfoma, VIH, quimioterapia citotéxica, ADVP y farmacos
inmunosupresores que producen neutropenia, nutricién parenteral total, diversas técnicas
quirirgicas e infecciones procedentes del tubo digestivo y de vias biliares o urinarias. Muestran
particular riesgo los recién nacidos y los ancianos con obstruccién o trastornos funcionales de las
vias urinarias.

Las bacteriemias por grampositivos son mds frecuentes fuera del hospital, excepto la
sepsis estafilocécica propiciada por catéteres intravenosos permanentes. En los afios 70, los
microorganismos grampositivos causaron menos del 10% de los casos de shock séptico en la
mayor parte de los hospitales, pero su incidencia relativa parece estar aumentando y actualmente
se aproxima al 30% en estudios prospectivos.

Las sepsis por hongos oportunistas se observan mds a menudo en enfermos
inmunodeprimidos con neutropenia intensa o en el postoperatorio de enfermos con catéteres
intravenosos y suele seguir a un tratamiento antibi'c')tico prolongado.

El amplio uso de antibidticos y glucocorticoides, de la ventilacidon mecanica y de
catéteres intravenosos y urinarios o de tubos de drenaje en otras localizaciones, asi como la
mayor longevidad de los pacientes con enfermedades crénicas, contribuyen al cambio de

incidencia y del cariz que ofrece este serio problema clinico.
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1.4. PATOGENIA Y ANATOMIA PATOLOGICA

Es conocido que las bacterias pueden atravesar la pared intestinal por la via del sistema
linfitico y pasar a la corriente sanguinea“). Se ha demostrado sobre todo en modelos de
experimentacion animal®™®. Es Ia teoria de la traslocacion de las bacterias que sugiere que en
situaciones de estrés tales como grandes quemaduras, traumatismos, sepsis y shock, se altera la
pared intestinal y permite el paso de bacterias, antigenos y endotoxinas a la corriente sanguinea
produciéndose la respuesta de los mediadores de Ia inflamacion®® . Por lo tanto, la mayor parte
de las bacterias causantes de la sepsis por gramnegativos son comensales normales del tubo
digestivo, desde ¢l se diseminan a las estructuras contignas, como en la peritonitis que sigue a la
perforacion del apéndice, si bien pueden emigrar desde el perineo a la uretra o a la vejiga.

La bacteriemia por gramnegativos se observa consecutivamente a un foco primario de
infeccion situado generalmente en las vias genitourinarias, sistema biliar, tubo digestivo o
pulmones y con menos frecuencia en la piel, huesos y articulaciones. La piel o los pulmones son
puertas de entrada frecuentes en los quemados y en los enfermos leucémicos.

En un 30% aproximadamente de enfermos no se advierte ningin foco primario,
especialmente en pacientes con procesos debilitantes, cirrosis y cancer.

Las bacteriemias por grampositivos suelen proceder de la piel o del aparato respiratorio.
La formacion de abscesos metastasicos puede complicar la bacteriemia, sobre todo la causada
por microorganismos grampositivos o por anaerobios.

Con frecuencia, sin embargo, los hallazgos de autopsia en la sepsis por gramnegativos
reflejan principalmente la infeccion en el foco urinario y la participacion de los 6rganos diana:
edema pulmonar, hemorragia y formacién de membrana hialina en los pulmones, necrosis
tubular o cortical en el rifion, necrosis dispersas en el miocardio, ulceracion o incluso necrosis
hemorragica en el tubo digestivo y formacién de trombos leucocito-plaquetarios o, con menor

frecuencia de fibrina, en los capilares de muchos tejidos.
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1.5. FISIOPATOLOGIA

En cuanto al riego sanguineo y la funcién de los érganos, se establece un circulo vicioso
que acaba provocando un flujo sanguineo alterado en la microcirculacion y una agresion
progresiva del endotelio capilar y los tejidos. A menos que ese circulo se interrumpa, dominando
la infeccion y corrigiendo las alteraciones hemodinamicas y metabolicas, suele producirse la

muerte.
1.5.1. FACTORES MICROBIANOS

Los factores microbianos de importancia son las endotoxinas o lipopolisacaridos (LPS)
de los agentes gramnegativos, sobre todo el componente lipidico A, el péptidoglicano asociado a
los acidos teicoicos de [os microorganismos grampositivos o los polisacaridos de manosa de la
pared celular de los hongos, ciertos polisacaridos y enzimas extracelulares (p.ej., estreptocinasa)
o toxinas (enterotoxinas del estafilococo en el shock toxico, etc.).

El LPS es un infegrante estructural de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas. La endotoxina estd compuesta por el antigeno de superficie (antigeno O), el
oligosacarido central (core) y un disacérido B-D-aminoglucosa-(1-6)- a-D-glucosamina con dos
grupos fosforilo en posicién 17 y 4°. Este ultimo componente es el denominado “lipido A” y
confiere al LPS sus caracteristicas toxicas. El mecanismo de accion del LPS y el lipido A
consiste en que pueden activar directamente los sistemas humorales o celulares que provocan la
aparicion de los sindromes de la sepsis y del shock.

Aunque no se han precisado bien, otros -productos microbianos afectan a los mismos

sistemas en grado variable.
1.5.2. MEDIADORES DEL HUESPED
Diversos mediadores del huesped estan involucrados en la patogenia de la sepsis

abarcando a la cascada de las citocinas, las proteinas de fase aguda, los metabolitos activos del

complemento y los sistemas de la coagulacion, asi como factores liberados por las células
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estimuladas, enzimas y oxidantes de los leucocitos polimorfonucleares (PMNs), péptidos
vasoactivos (p.¢j., histamina) y productos del metabolismo del acido araquidénico.

Las fases que se desarrollan desde el momento en que se produce la lesién en un tepdo
comienzan con la liberaciéon por parte de las propias células dafiadas de ciertas citocinas al
torrente circulatorio que, posteriormente, llegan al higado donde producen las sefiales necesarias

para gue los hepatocitos comiencen a sintetizar las proteinas de fase aguda.
1.5.2.1 CITOCINAS

De las diversas citocinas {monocinas y linfocinas), factores de crecimiento y factores
hematopoyéticos ya secuenciados, algunos son considerados relevantes (quizé s6lamente estén
mejor caracterizados) en las respuestas inmunes no especificas, como son las interleucinas: IL-1,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, el factor de necrosis tumoral (TNF) y los factores hematopoyéticos:
Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-SCF) y Factor estimulante de colonias de

granulocitos y monocitos (GM-CSF)® .
1.5.2.1.1. Factor de Necrosis Tumoral (TNF)

El TNF es, sin duda, el mediador principal de los efectos destructivos de la endotoxina.
Su funcién primordial es iniciar la cascada de citocinas durante la respuesta inflamatoria.

Existen dos proteinas con un 30% de homologia en su secuencia de aminoéacidos,
denominadas TNF-a o caquectina (producida fundamentalmente por macréfagos, neutrofilos,
astrocitos, células endoteliales y miocitos) y TNF-,B o linfotoxina-« (producida exclusivamente
por linfocitos)® . El estudio de la forma de TNF-B asociada a la membrana puso de manifiesto
su estructura diménca, compuesta por TNF-} y una proteina transmembrana de 33 kdal
denomtinada actualmente linfotoxina—ﬁ(ﬁ) . Recientemente, ofros nuevos miembros de la familia
TNF han sido descritos, éstos ejercen de ligandos de diversos antigenos de membrana en
linfocitos T (reconocidos por los anticuerpos monoclonales CD27L, CD30L, CD40L), aunque

sus implicaciones bioldgicas son practicamente desconocidas”™ .
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El TNF-o. aumenta la salida de los neutrdfilos marginales, y favorece la actividad
antimicrobiana de monocitos, macrofagos, neutrofilos y eosinéfilos, induce una respuesta no
especifica de fase aguda, caracterizada por fiebre y anorexia, ademas aumenta la degradacién de
musculo esquelético para producir aminoacidos como precursores para la gluconeogénesis y
sustratos para la sintesis de proteinas necesarias en la remodelacion de los tejidos dafiados. Sin
embargo, cuando se producen concentraciones agudas excesivas o incrementos progresivos
durante mucho tiempo, los beneficios pueden tornarse en efectos adversos como: edema
pulmonar, inflamacion pulmonar intersticial, hemorragia, y congestion; necrosis tubular renal
aguda y formacion de trombos renales; inflamaciéon hepatica aguda, hemorragia y necrosis

adrenocortical y medular; precipitandose el fracaso multiorganico.

1.5.2.1.2, Interleucina 1 (IL-1)

La IL-/ abarca un amplio frente de funciones biologicas, désde la induccién de
respuestas celulares muy especificas hasta la activacion de un sistema organico en su totalidad.
Induce la sintesis de mediadores de la inflamacion y de la respuesta inmune, como prostanoides
sintetizados por las células endoteliales, proteinas de fase aguda procedentes del higado, ACTH
liberada en el sistema nervioso central, insulina originada en el pancreas, IL-2, IL-4, y GM-CSF
(factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos) liberadas por los linfocitos T y
TNF-a e IL-6 por los macréfagos.

En situaciones basales, la IL-1 es producida solamente por queratocitos v ciertas células
epiteliales y del sistema nervioso central. Sin embargo, ante estimulos inflamatorios o
microbianos, tanto macrofagos como neutrdfilos y células endoteliales producen cantidades
ingentes de IL-1) .

En modelos animales, la administracion de dosis bajas de IL-1 provoca un estado
parecido al de shock con los sintomas tipicos de taquicardia, disminucién (>50%) de la tensién
arterial media, acidemia lactica, e iniciacién de la cascada proinflamatoria con un aumento
rapido en la concentracion de IL-6.

Esto puede sugerir que existe un estrecho margen terapéutico entre la concentracién

efectiva y la toxica de IL-1, y que el aumento de la concentracion sistémica tanto de TNF-g
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como de IL-1 pueden estar relacionada con los efectos adversos hallados en el shock séptico por

gramnegativos'? .

1.5.2.1.3, Interleucina 6 (IL-6)

La IL-6 es ofra citocina multipotente, que estimula tanto las células del sistema inmune
(linfocitos T, linfocitos B, macréfagos) como parenquimatosas (fibroblastos, hepatocitos,
astrocitos y osteoblastos).

Los efectos bioldgicos in vivo no son conocidos en extension, aunque es un mediador
esencial de la respuesta inflamatoria e inmune durante el traumatismo o la infeccidn, por ejemplo
estimulando la produccion de proteinas de fase aguda por los hepatocitos y actuando como un

factor hematopoyético.

1.5.2.1.4. Interleucina 8 (IL-8)

La IL-8 es la molécula mas conocida de una familia de citocinas denominada
quimoquinas o intercrinas, que s¢ caracterizan por su bajo peso molecular (8-10 kD), su
secrecién inducible durante la inflamacion y sus propiedades quimioticticas para diferentes

leucocitos.

1.5.2.1.5. Factores hematopoyéticos

Los factores hematopoyéticos fueron descritos inicialmente por su capacidad de sostener
in vitro el crecimiento de células progenitoras en medios semisolidos hasta formar colonias de
variada estirpe.

Posteriormente algunos de estos factores adquirieron otro nombre y fueron asignados a la
familia de citocinas (p.ej., multi-colony stimulating factor/[L-3). Otros, sin embargo,
mantuvieron su nomenclatura original, como el factor de formacion de granulocitos (G-CSF), el
factor de formacion de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y el factor de formacion de
monocitos (M-CSF).
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Estos factores afectan a la maduracién (hematopoyesis), supervivencia (apoptosis) y
funcién (activacién) de neutrofilos y monocitos, dos componentes esenciales de la fraccion
celular involucrada en la respuesta inflamatoria.

Los factores hematopoyéticos G-CSF y GM-CSF, ademas de sus acciones en la
proliferacion y diferenciacion de células progenitoras en la médula dsea, pueden pre-sensibilizar
e incluso activar neutréfilos, aumentando su capacidad de produccion de radicales de oxigeno y
fagocitosis.

También alteran el reclutamiento y exudacién de leucocitos en lesiones inflamatorias, a
través de dos mecanismos distintos, ya sea acelerando la maduracion celular en la médula dsea
(disminucién del tiempo de transito de 6 a 1.5 dias) o aumentando los neutréfilos circulantes a
partir de células marginadas en el compartimento vascular periférico (demarginacion de un 10%

por hora)®™ .

1.5.2.2. PROTEINAS DE FASE AGUDA

Constituyen un grupo de 30 proteinas plasmaticas aproximadamente, que se sintetizan en
grandes cantidades en el higado en presencia de procesos inflamatorios. Todas ellas realizan un
papel importante durante la inflamacion o en el proceso de reparacién posterior.

Son la primera linea de defensa antes de la reaccion inmunitaria actuande como
controladores de la difusion de la inflamacion. .

Las proteinas de fase aguda se dividen en dos tipos:

- Un grupo mayoritario de proteinas que experimentan un aumento de su concentracion
superior o 1gual a un 25%.

- Las proteinas que experimentan disminuciones de su concentracién durante procesos
inflamatorios.

La modificacion en la concentracion de las proteinas de fase aguda durante la
inflamacion probablemente promueve la activacion de una serie de proteinas que actdan como
mediadores inflamatorios o inhibidores de proteasas alli donde se ha producido la lesion. De esta
manera, modulan el tipo de inflamacion o sustituyen aquellas proteinas que hayan sido

consumidas mientras desarrollaban su funcidn,



INTRODUCCION

La determinacién de estas proteinas se utiliza para diagnosticar la presencia de una
inflamacion y monitorizar los cambios durante la actividad inflamatoria. Debido a que muchos
procesos diferentes estan relacionados con algun tipo de inflamacién, la determinacion de
proteinas de fase aguda en la clinica puede ser muy diverso. |

La cinética de los reactantes de fase aguda que incrementan su concentracion plasmatica
—positivos— es muy diferente dependiendo de la semivida plasmatica de cada uno de ellos.
Podemos hacer una clasificacion de las proteinas de fase aguda poitivas mas relevantes:en
funcién del tiempo que tardan en aparecer en el plasma desde el momento en que se produce la
lesi6n o dafio

- Aparicion en 6-8 horas:

Proteina C Reactiva (Prot.C.R.)
Proteina Sérica Amiloide
- Aparicién en 24 horas:
oy Glicoproteina Acida
o Antitripsina
oy Antiquimotripsina
Fibrinégeno
Haptoglobina
- Aparicion a las 48 horas:
Ceruloplasmina
G
Cy
Otros reactantes de fase aguda que disminuyen su concentracién —Negativos— ante
situaciones de inflamacion son:
Prealbimina
Proteina Transportadora de Retinol
Transferrina
Distintas Lipoproteinas
Albamina

Fibronectina (Fn)

10
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1.5.2.2.1. Proteina C Reactiva (Prot.C.R.)

La Prot.C.R. es uno de los reactantes de fase aguda mds sensibles. Su concentracion
plasmatica aumenta en respuesta a una variedad de estimulos agudos o crdnicos de tipo
infeccioso, inflamatorio o de dafio tisular.

La Prot.C.R. puede fijarse a los polisacaridos de bacterias, protozoos y hongoes. Una vez
se ha formado dicho complejo, la Prot.C.R. activa el sistema del complemento actuando sobre el
Clq. Asi pues, al igual que los anticuerpos, la Prot.C.R. puede iniciar la fagocitosis y posterior
lisis de las células extrafias como respuesta a una reaccion inflamatoria. También es capaz de
reconocer y fijar sustancias potencialmente toxicas liberadas por los tejidos lesionados para
poder ser después eliminados.

Su determinacion se aconseja en los siguientes casos:

- Para conocer el estado de un proceso inflamatorio como la artritis reumatoide.

- Para la deteccién de enfermedadess recurrentes como el lupus eritematoso sistémico o
en pacientes con leucemias.

- En estados postoperatorios y en rechazos de transplantes renales.

- En sepsis y meningitis neonatal.

Se detectan niveles altos en el infarto agudo de miocardio, traumatismos, intervenciones

quirargicas, infecciones e inflamaciones.

1.5.2.2.2, oy Antitripsina

La o antitripsina es una proteina de fase aguda con actividad antiproteasa, por elio su
concentracién aumenta en los procesos inflamatorios.

Su funcion principal es la de neutralizar la elastasa lisosémica liberada por los neutrofilos
polimorfonucleares durante la fagocitosis. También neutraliza la colagenasa y actia frente a otras
proteinas como la quimiotripsina, la renina, la uroquinasa, la plasmina, la calicreina y la
trombina.

Existen numerosas variantes genéticas de o antitripsina, de las cuales la més frecuente y

la de mayor actividad antiproteasa es la variante M. Las otras variantes tienen poca actividad por
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lo que su presencia condiciona una deficiencia de esta proteina. En algunos casos, puede darse
incluso deficiencia congénita de o aptitripsina.

Se detectan niveles elevados en inflamaciones agudas, procesos malignos, traumatismos
y en procesos de necrosis; asi mismo se constatan niveles bajos en procesos que cursan con una
pérdida severa de proteinas, en aquellos individuos con déficit congénito de dicha proteina y en
sindromes respiratorios neonatales. La deficiencia congénita se asocia a enfisema pulmonar

precoz y a lesiones hepaticas cronicas de aparicion temprana.
1.5.2.2.3. oy Glicoproteina Acida (Orosomucoide)

La ¢, glicoproteina Acida (orosomucoide) es una proteina plasmatica de sintesis
fundamentalmente hepatica. Su principal utilidad diagndstica es I1a de monitorizar la reaccién de
fase aguda ya que sus niveles aumentan considerablemente durante periodos inflamatorios
agudos o crénicos recurrentes.

Recientes estudios también la relacionan con los procesos de coagulacion o con la
formacidn del colageno.

Se miden niveles altos en procesos inflamatorios como artritis reumatoide o la
enfermedad de Crohn, en infartos agudos de miocardio y en necoplasias malignas. Niveles bajos
de o glicoproteina acida se hallan en ciertas enfermedades hepaticas, en casos de malnutricion y

en gastroenteropatias con pérdida protéica.
1.5.2.2.4. Haptoglobina

La haptoglobina es una proteina de fase aguda que se sintetiza en el higado. Su
determinacion seriada es vitil para la deteccién y monitorizacién de las reacciones de fase aguda y
de los estados hemoliticos.

Sus niveles no siempre se detectan desde el momento del nacimiento pero

aproximadamente a los 6 meses, una vez la maduracion hepdtica ha terminado, es cuando se

alcanzan los valores definitivos del adulto.
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También estid descrita una enfermedad hereditaria caracterizada por la ausencia de
haptoglobina (anhaptoglobinemia).

Se le conocen dos funciones principales:

1. Fija la oxihemoglobina libre en plasma evitando la pérdida de hemoglobina por orina y
recuperando hietro.

2. Se comporta como una proteina de fase aguda.

Se miden niveles altos en inflamaciones cronicas y agudas, en sindromes nefroticos y en
presencia de quemaduras, Se detectan niveles bajos en hepatopatias severas, hemdlisis

intravasculares, anemias hemoliticas, transfusiones y casos de malaria.

1.5.2.2.5. Prealbimina

La prealbiimina es una proteina de transporte no glicosilada de sintesis hepética.

Desde el punto de vista diagnostico, la prealbumina es una proteina de fase aguda
negativa, es decir, sus niveles disminuyen en procesos inflamatorios.

La prealbumina también se determina como marcador del estado nutricional de los
pacientes, ya que su concentracion disminuye rapidamente cuando se produce una pérdida de
proteinas y/o calorias.

Otra de las funciones de la prealbumina es la de poder fijar tiroxina y triiodotironina. A
pesar de ello, sélo una pequefia porcidon de hormonas tiroideas circula Jigada a la prealbimina.
Existe, sin embargo, una variante genética de prealbumina que presenta una afinidad muy
elevada por la tiroxina y provoca concentraciones séricas altas de dicha hormona en individuos
eutiroidales.

Se detectan niveles altos de prealbumina en la enfermedad de Hodgkin y en la ingestion
de anabolizantes o anticonceptivos orales; y niveles bajos en inflamaciones, procesos malignos,

cirrosis hepéticas, enteropatias y nefropatias que se acomparien de pérdidas protéicas.

1.5.2.2.6. Factores C; y C4del Sistema del Complemento.

Son proteinas plasmaticas ques se consideran proteinas de fase aguda.



INTRODUCCION

Forman parte de un conjunto de proteinas que se conocen con el nombre de
complemento y que interactian con los complejos antigeno-anticuerpo y con las membranas
celulares, produciendo la destruccion de virus y bacterias e incluso, en casos patolégicos, de las
células del propio organismo. El complemento puede ser activado bien por complejos antigeno-
anticuerpo, o bien por otros factores. Estos dltimos permiten una respuesta inmediata y no
especifica frente a agentes infecciosos.

La concentracidén sérica aumenta en las reacciones de fase aguda y disminuye en
enfermedades infecciosas o autoinmunes en las que se forman inmunocomplejos que
permanecen unidos a los tejidos activando al complemento. En algunos casos, ambas
condiciones coexisten, dado que ademds de la respuesta inmunolégica, se produce una
destruccion tisular que da lugar a la respuesta de fase aguda.

Se detectan npiveles altos en las reacciones de fase aguda; y niveles bajos en artritis
reumatorde, fiebre reumatoide, enfermedades autoinmunes, glomerulonefritis, anemias
inmunohemoliticas, infeccidn por bacterias gramnegativas, enfermedades fenales, pacientes en

dialisis y en casos de deficiencia congénita.
1.5.2.2.7. Cerunloplasmina

Es una proteina de fase aguda que se sintetiza en el higado. Los niveles plasmaticos
varian con la edad. Su concentracion es menor en el momento del nacimiento y aumenta
progresivamente hasta la edad adulta, donde la concentracion se sitia entre 0.2-0.4 g/L.

A la ceruloplasmina se le atribuyen las siguientes funciones:

- Junto con la transferrina, es la responsable de la mayor parte de la actividad
antioxidante plasmatica,

- Cataliza rapidamente la oxidacion de F*? a Fe'. Esta actividad ferroxidasa es esencial
para que el Fe™* pueda unirse a la transferrina.

- La sintesis de ceruloplasmina es un mecanismo de defensa frente a la toxicidad
potencial por Cu'? ya que es capaz de fijar gran cantidad de cobre.

Se detectan niveles altos en embarazadas, la administracién de anticonceptivos orales,

procesos malignos, traumatismos, obstrucciones e infecciones de la via biliar y en la enfermedad
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de Hodgkin. Se miden niveles bajos en sindromes nefroticos, casos de malnutricion, hepatopatias

severas, enfermedad de Wilson y en casos de deficiencias de absorcion de cobre.

1.5.2.3. OTROS MEDIADORES DE LA INFLAMACION

La secrecion y actuacion de las sustancias vasoactivas contrarreguladoras, como las
catecolaminas, angiotensina, hormonas hipofisarias y el glucagon contribuyen a los

acontecimientos clinicos y de laboratorio de la sepsis.

Resumiendo, la secuencia de fenémenos producidos en la sepsis comienza con el
desprendimiento de los productos bacterianos, los cuales inician la cascada de acontecimientos
de naturaleza inflamatoria por la unién a receptores encontrados en los leucocitos mononucleares
(monocitos y macrofagos). Esta union activa al resto de leucocitos y como consecuencia se
produce la secrecion de ciertas citocinas entre las que se encuentran las mas importantes que son
IL-1 y TNF-a. Estas dos citocinas modifican la resistencia y la permeabilidad vascular, el
rendimiento cardiaco y la funcion de la médula 6sea. Ademas, influyen en la actividad de

algunos enzimas como la lactato deshidrogenasa y la lipoproteinlipasa.

Grafico 1. Esquema de las interacciones entre los productos bacterianos y los
sistemas mediadores humorales y celulares del huésped en la sepsis.
PMNs=leucocitos polimorfonucleares; IL-1=interleucina 1; FNT=factor de
necrosis tumoral.
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Por consiguiente, IL-1 y TNF-a, ambos, contribuyen directa o indirectamente al estado
séptico.

El aumento de TNF-a y de IL-1, que contintia incluso en ausencia de elevacion en la
concentracion de endotoxina, es un fendmeno de corta duracion. Sin embargo, estas dos
citocinas proinflamatorias estimulan la produccion de otras citocinas inflamatorias que perpetiian
la cascada de la sepsis. Particularmente importante es el desprendimiento local de 1L-8, la cual
activa a los neutr6filos que causan dafio tisular y disfuncion organica. Se produce una liberacion
importante de IL-8 en respuesta a pequefias concentraciones de IL-1. Otros mediadores liberados
son IL-6, factor activador de plaquetas, prostaglandinas y leucotrienos, que son los responsables
de la activacion del complemento, de la coagulacion y de la cascada de las kininas. Por otro lado,
también se produce la liberacién de sustancias anticitocinas especificas como son I[L-4 e IL-10,

que tienen accion fundamentalmente antiinflamatoria disminuyendo la sintesis de II.-1 y TNF-a..

1.6. MANIFESTACIONES CARDIOPULMONARES

Las manifestaciones cardiovasculares de la sepsis y el shock séptico pueden distinguirse
de las propias del shock hipovolémico o cardiogénico en que las resistencias vasculares
periféricas (RVP) son bajas y el gasto cardiaco esta elevado. Se produce un mal reparto del flujo
sanguineo en la microcirculacion, probablemente por la accidén de diversos vasodilatadores y
vasoconstrictores. La salida de los componentes del plasma desde los capilares contribuye a Ia
hipovolemia funcional. Ademas, cerca de la mitad de los enfermos muestran depresion de la
funcion contractil del corazon.

Si el tratamiento es satisfactorio, tanto las RVP como la funcién miocardica vuelven a la
normalidad en el plazo de unos dias. La muerte, en cambio, se acompafia de hipotensién
refractaria y RVP persistentemente bajas, acidosis lactica progresiva y signos de fracaso maltiple
de los drganos, a pesar de la administracion de liquidos, sustancias vasopresoras y antibiéticos.

La hiperventilacién es una primera respuesta caracteristica de la sepsis, que lleva a una
alcalosis respiratoria de intensidad variable. El mecanismo exacto de esa hiperventilacién inicial
aun no se ha definido, pero mas tardiamente contribuyen a ella ¢l encharcamiento pulmonar, la

menor distensibilidad, el estimulo de los receptores de distension alveolar y el edema pulmonar
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incipiente o manifiesto. La hipoxemia y el aumento del lactato en sangre también producen
hiperventilacién a través de mecanismos centrales (en el cerebro).

El rapido desequilibrio de la ventilacion-perfusion en la sepsis ocasiona un descenso de
la pO; arterial. A medida que empeora la sepsis, aumenta el gradiente alveolo-artenial de oxigeno
que, con frecuencia, es un indicador de la lesion pulmonar, la cual acaba por manifestarse

plenamente en forma de un sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA).

1.7. REACCIONES METABOLICAS

Los niveles de lactato sanguineo se elevan precozmente en la sepsis, en el seno de una
alcalosis respiratoria. En fases tardias, también estan muy aumentados los niveles de lactato
predominando la acidosis metabolica.

Si bien la mayor produccién de lactato por los tejidos mal irrigados puede contribuir a
esa hiperlactacidemia, el papel principal parece desempefiarlo la menor eliminacion del lactato
por el higado y los rifiones.

En fases tardias del shock séptico generalizado, el riego sanguineo disminuido y el
empleo de agentes vasoconstrictores también pueden agravar la acidosis.

Durante la sepsis se producen en el plasma elevaciones de multitud de hormonas como la
hormona adrenocorticotropa (ACTH), hormona del crecimiento (GH), vasopresina (AVP)
glucagon, insulina y cortisol; también se detectan niveles elevados de catecolaminas, lipidos y
aminoacidos.

Algunas respuestas hormonales pueden exacerbar la hiperglucemia de los diabéticos
contrarrestando la accidn de la insulina y favoreciendo la cetosis. A la inversa, algunos enfermos
con sepsis muestran hipoglucemia. El mecanismo no se conoce del todo, pero pueden colaborar
las reservas disminuidas de glucogeno hepatico (neonatos, inanicion y hepatopatias previas) y

una liberacion excesiva de insulina.

17



INTRODUCCION

1.8. COMPLICACIONES

1.8.1. INSUFICIENCIA RESPIRATORIA

La sepsis es la principal causa del SDRA. También puede contribuir a su instauracion la
excesiva administracion de liquidos intravenosos.

Las manifestaciones caracteristicas son un aumento progresivo del gradiente alveolo-
arterial de oxigeno y el desarrollo de infiltrados pulmonares difusos.

Histologicamente, los pulmones muestran edema, hemorragias, atelectasias, formacién
de membrana hialina y trombos capilares de plaquetas-PMN-fibrina.

El SDRA aparece en el 20 a 45% de los enfermos con una sepsis grave. Cuando este
sindrome se manifiesta como consecuencia de una sepsis, las tasas de mortalidad en la mayor
parte de los estudios oscilan entre el 80 y el 90%, siendo las neumonias secundarias
complicantes las responsables de muchas de las muertes que sobrevienen tardiamente (mas de 48

horas).

1.8.2. DEFECTOS DE LA COAGULACION

Hasta en un 70% de enfermos con sepsis se observa trombopenia leve (de 100.000 a
150.000 plaquetas/pl) o moderada (de 50.000 a 100.000 plaquetas/ul) debida a los efectos
directos del LPS, asi como a la activacion de la agregacién plaquetaria por mecanismos
multiples. Los recuentos de plaquetas inferiores a 50.000 plaquetas/uL (sin fallo medular previo)
suelen acompafiarse de signos de coagulacion intravascular diseminada (CID). También
contribuye a este sindrome la activacion del factor Hageman, ademds del activador del
plasminégeno liberado por los macrofagos y las células endoteliales. La aparicion de un claro

sindrome de CID en la sepsis es un signo de prondstico ominoso.
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1.8.3. INSUFICIENCIA RENAL

La mayoria de los enfermos mostraran signos de isquemia o de lesion renal como
oliguria, hiperazoemia, proteinuria de intensidad variable y aparicion de ¢€lulas tubulares y
epiteliales y cilindros granulosos groseros en la orina. Las complicaciones tardias son la necrosis
tubular aguda (NTA) o, rara vez, la necrosis cortical bilateral como expresion de una reaccion

generalizada de Schwartzman.

1.8.4. OTROS ORGANOS

En la sepsis y en otros cuadros de shock en fase terminal pueden verse necrosis

miocardicas dispersas con fallo cardiaco, necrosis hemorragica del intestino y necrosis hepética.

1.9. MANIFESTACIONES CLINICAS

El comienzo brusco de un cuadro de sepsis franca con fiebre, escalofrios, taquicardia,
taquipnea, cambios en el estado mental e hipotension se identifica ficilmente. Sin embargo,
durante las primeras fases de la sepsis y dependiendo de diversos factores del huésped (edades
extremas, enfermedades subyacentes, tratamiento con glucocorticoides), las mamfestaciones
clinicas pueden ser sutiles y el diagnostico dificil.

La fiebre y los escalofrios son frecuentes, si bien hasta un 13% de enfermos pueden
mostrar hipotermia, con temperaturas rectales menores de 36.5°C al comienzo de la sepsis y, en
otro 5% de enfermos no hipotérmicos inicialmente, la temperatura no sube a mas de 37.5°C. La
ausencia de hipertermia es un signo de mal prondstico principalmente en ancianos v en aquellos
pacientes con procesos subyacentes, como alcoholismo y uremia. Hasta en un 40% de enfermos
con hipotermia la causa es una infeccién grave o una bacteriemia. La mortalidad en este grupo es
mayor que cuando la hipotermia es consecuencia de otra etiologia diferente a la infecciosa.

La hiperventilacién con alcalosis respiratoria y los cambios mentales son signos
sumamente importantes, pues son precoces y con frecuencia anteriores al comienzo de la fiebre,

escalofrios e hipotension. En las fases iniciales de la sepsis, las alteraciones mentales pueden ser
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leves, con desorientacion y cambios en la personalidad como manifestacion Gnica; después,
pueden apreciarse cambios mas evidentes de embotamiento sensorial y coma. Los hallazgos son
mas acusados en recién nacidos, ancianos y en aquellos sujetos que tienen una enfermedad
previa del sistema nervioso central, aunque pueden aparecer en cualquier paciente.

Las manifestaciones cutaneas se producen con frecuencia variable, son diversas en su
presentacion y no suelen ser especificas del sindrome de la sepsis. Sin embargo, son muy
importantes, ya que una tincion de Gram sobre un raspado de piel puede confirmar la presencia
de la sepsis y orientar un diagnéstico microbiolégico preliminar. Cuando las bacterias o los
hongos invaden la piel, suelen aparecer pustulas o lesiones vesiculopustulosas. En algunas
infecciones por gramnegativos, concretamente en las causadas por Pseudomonas aeruginosa,
puede haber lesiones cutaneas ampollosas o necrosantes denominadas ectima gangrenosos. La
sepsis asociada a CID suele acompafiarse de acrocianosis y eventual necrosis de los tejidos
periféricos (orejas, punta de la naniz y de los dedos de manos y pies).

Las manifestaciones digestivas se presentan en un tercio aproximadamente de los
enfermos. Consisten en nduseas, vomitos, diarrea o ileo, y pueden motivar confusion en el
diagnostico de sepsis, al sugerir la posibilidad de una gastroenteritis aguda. Puede haber
hemorragia digestiva alta; por endoscopia, a veces, se detectan pequefias Ulceras gastricas o
duodenales. La prevalencia y aparicién de las ulceraciones es similar a la obsevada en otros
procesos de estrés sistémico extremo (p.ej., traumatismos craneales graves). Puede aparecer
ictericia leve a moderada relacionada con un defecto de la secrecidn biliar inducido por la sepsis.

Con menor frecuencia aparece una necrosis hepatica originada por el shock.

1.10. DATOS DE LABORATORIO

En la sepsis, los hallazgos de laboratorio son variables y dependen principalmente de si
se han producido lesiones de érganos y otras complicaciones del shock.

Dentro de los neutrdfilos pueden observarse granulaciones toxicas, cuerpos de Déhle y
vacuolas intracitoplamaticas. Con frecuencia aparece trombopenia que, cuando es intensa

(menos de 50.000 plaquetas/uL), suele ser la manifestacion de un CID simultdneo y se acompafia
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de un tiempo de trombina prolongado, descenso del fibrinégeno y elevacién de los productos de
degradacion de la fibrina.

Muchos enfermos pueden mostrar ligeras alteraciones en la orina, como proteinuria. 51
hay shock, puede aparecer necrosis tubular aguda (NTA) con oliguria, hiperazoemia y cilindros
epiteliales y granulosos. En enfermos con funcion renal normal, la excrecion de sodio es baja
(menos de 20 mEq/L) en las fases iniciales del shock, pero se eleva si existe NTA o al usar
diuréticos.

En las fases precoces de la sepsis se detecta alcalosis respiratoria y la gasometria muestra
un pH alto con pCO, disminuida. Cuando hay shock, aparece una acidosis metabdlica con
elevacion del lactato. Existe hipoxemia de intensidad variable, siendo mas acusada cuando se
desarrolla un SDRA.

Los cambios en la radiografia de torax pueden consistir en una neumonia subyacente
como foco de origen de la sepsis, signos de insuficiencia cardiaca como consecuencia de la
depresion miocardica y de la expansién de volumen que sigue a la hidratacion, o en infiltrados
difusos del SDRA.

La hipoglucemia es una manifestacién poco frecuente de una sepsis fulminante. La
mayoria de los diabéticos tendran hipergiucemia sindo la infeccién grave la causa principal de la
cetoacidosis diabética que puede contribuir al desarrollo del shock.

Las alteraciones de los iones séricos pueden consistir en un gran vacio amoénico, con
disminucién de los niveles de bicarbonato y acidosis metabolica.

Las alteraciones de las pruebas de funciéon hepatica comprenden una ligera
hiperbilirrubinemia y elevacion de las transaminasas que pueden ser més acusadas en el shock
grave. La hipoalbuminemia, leve al principio, puede acentuarse conforme persiste el shock y
sobreviene la desnutricion.

Raramente se ven cambios en las cifras de calcio y {ésforo.

Para ayudarnos al diagnéstico diferencial en la etiologia de los diversos sindromes
inflamatorios disponemos de un amplio pane! de proteinas, pero han de seleccionarse
inicamente aquellas que sean las mas adecuadas. Para ello, se recomienda que se determinen una
de las de cinética rapida (p.ej. Prot.C.R.), una o dos de las de cinética media (p.ej. o

glicoproteina 4cida, haptoglobina) y otra de las que disminuyen su concentracién (p.ej.
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prealbumina). Opcionalmente se pueden medir algunas interleucinas, aunque éstas plantean
actualmente algunos inconvenientes como problemas en la conservacion de las muestras, gran
efecto matriz, falta de estandarizacién en los métodos de medida y que, en muchos casos, seria

recomendable la medicién de actividad biologica en lugar de concentracion.

1.11. ALTERACIONES EN EL ELECTROCARDIOGRAMA

El electrocardiograma (ECG) suele mostrar alteraciones inespecificas de las ondas ST-T;
estan indicados los ECG seriados como en cualquier enfermo hipotenso para exclwr un infarto

de miocardio.

1.12. DIAGNOSTICO DE SEPSIS

1.12.1. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El diagnostico y la etiologia de la sepsis se confirman al aislar los microorganismos
patogenos en la sangre u otros lugares de infeccion.

Como la bactertemia genecralmente es intermitente y poco acusada (menos de 10
microorganismos/mL de sangre), con una sola muestra de sangre de poco volumen (5 a 10 mL),
extraida antes de iniciar el tratamiento antibiético, se suelen obtener cultivos positivos
unicamente en ¢l 50-60% de los casos. El rendimiento diagndstico es mayor si se obtiene una
sola muestra sanguinea de més volumen (30 mL) y se reparte por igual en tres frascos de cultivo.
Los hemocultivos suelen ser positivos a los tres dias de incubacion; si no 1o son, suele deberse al
caracter intermitente de la bacteriemia, a la administracion previa de antibidticos o a la presencia
de microorganismos delicados o de crecimiento lento.

En varios estudios prospectivos importantes sobre hemocultivos en el shock séptico, solo
se logré positividad en el 50 a 60 % de los enfermos; el diagnostico de sepsis se hizo al

comprobar una infeccion localizada.

22



INTRODUCCION

Una tincién de Gram y un cultivo del punto primario de la infeccion o de las lesiones
cutdneas, si las hay, son esenciales para establecer el diagndstico, precisar la etiologia y aplicar
un tratarmiento inmediato.

En algunos casos, puede hacerse un diagnostico rapido de bacteriemia tifiendo con Gram
la capa leucocitaria de la sangre. Aunque los resultados son contradictorios, se ha seflalado que
esta sencilla técnica da resultados positivos en un porcentaje que oscila entre el 10 y el 50% de
los enfermos con bacteriemia.

La presencia de vacuolas intracitoplasmaticas en los neutréfilos también puede guardar

paralelismo con la existencia de la bacteriemia.

1.12.2. DIAGNOSTICO CLINICO. NUEVAS RECOMENDACIONES

En las etapas iniciales de la sepsis o cuando el cuadro reviste menor gravedad el
diagnostico suele ser dificultoso dado que muchos signos y sintomas son inespecificos. Sin
embargo, el diagndstico de sepsis suele ser obvio ante un paciente febril, con foco primario, al
que le sobreviene un shock o el fracaso de ciertos érganos.

La aparicion de hiperventilacién, siendo normal la radiografia de térax, y una
inexplicable confusién mental o desortentacion, también pueden sugenr la posibilidad de una
sepsis.

Otros procesos que a menudo se confunden con estados sépticos son el infarto de
miocardio, embolia pulmonar, intoxicacion medicamentosa, hemorragia oculta, taponamiento
cardiaco, rotura de aneurisma aortico y diseccion aortica.

Dada la gran importancia en cuanto a morbilidad y mortalidad que tiene esta patologia,
existe un gran numero de trabajos y estudios cuyo tnico fin es ayudar al diagndstico y
tratamiento de esta patologia. Sin embargo, la interpretacion de los resultados ha sido dificil
debido al uso indiscriminado y poco ortodoxoe de ciertos términos como son infeccion,
bacteriemia, sepsis, septicemia, sindrome séptico y shock séptico. Una fuente adicional de

confusion ha sido la aplicacion del término sepsis y sindrome séptico a estados inflamatorios no

infecciosos.
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Segin las ultimas recomendaciones hechas por el "American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference Committee” (ACCP/

SCCM)" ha de adoptarse la siguiente terminologia:

Infeccién.- fendmeno microbiologico caracterizado por una respuesta inflamatoria ante
la presencia de microorganismos o la invasién de tejidos estériles de un huesped por estos

Organismos.

Bacteriemia.- presencia de bacterias viables en la sangre.

Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS).- es la respuesta inflamatoria
sistémica del organismo ante determinados ataques clinicos severos. Esta respuesta puede tener
una etiologia infecciosa, aunque existen otros eventos capaces de desencadenarla, como son:
pancreatitis no infecciosas, grandes quemaduras, traumatismos, shock hemorragico, isquemia,
asi como la administracion exdgena de determinados mediadores inflamatorios como TNF u

otras citocinas! >0

W3141Y cuando el SRIS es el resultado

Sepsis: es la respuesta del organismo a la infeccion
de un proceso infeccioso confirmado. Los cambios fisiologicos son observados en ausencia de

otras causas conocidas que los justifiquen.

1.13. PRONOSTICO

El pronoéstico de la sepsis por gramnegativos depende mas de los factores del huésped
que de la virulencia de los microorganismos.

Un condicionante principal de la mortalidad es la presencia de enfermedades
subyacentes: los pacientes con enfermedades rapidamente mortales (p.ej., leucemia aguda),

tienen tasas de mortalidad mas elevadas que los pacientes con enfermedades no mortales o

mortales a mas largo plazo (en 5 afios).
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A excepcion de Pseudomonas aeruginosa, cuya infeccion se asocia a mayor mortalidad,
el microorganismo especifico no es un determinante principal del pronéstico.

La aparicién de complicaciones como el shock, acidosis lactica, CID y SDRA
contribuyen a un mal pronostico.

Otros factores menos importantes que se acompafian de mayor mortalidad son la
hiperazoemia, la ausencia de fiebre, las infecciones polimicrobianas y una bacteriemia elevada
{mas de 10 microorganismos/mL de sangre). A la inversa, un tratamiento antibiético apropiado
se acompafia de mas supervivencia.

I.a mortalidad global de la sepsis por gramnegativos es del 25% aproximadamente; la
mayor parte de los casos mortales suceden en las primeras 48 horas. Estas fallecimientos rapidos
suelen deberse a problemas agudos como el shock irreversible. Las muertes que se producen
pasadas 48 horas, suelen deberse a la persistencia de una infeccion mal controlada o a otras

complicaciones de los cuidados intensivos.

1.14. TRATAMIENTO

1.14.1 TRATAMIENTO CLASICO

La sepsis v el shock séptico pueden contrarrestarse con un tratamiento agresivo de la
infeccién subyacente y una escrupulosa vigilancia de la funcion hemodinamica y respiratoria
dirigidas a asegurar un riego sanguineo y una oxigenacion suficiente a los érganos vitales.

Las pautas a seguir son las siguientes:

12. Corregir la enfermedad subyacente.

2*. Eliminar la fuente de infeccion mediante drenaje...etc.

3", Sostén de la respiracién. Se debe administrar suficiente oxigeno por via nasal o
mascarilla para mantener la saturacién de oxigeno en sangre arterial por encima del 95%. Si
aparece insuficiencia respiratoria, debe acudirse a la intubacién con ventilacion mecénica.

4%, Mantenimiento hemodinamico con administracion de liquidos. Una vez se ha
conseguido hidratar al paciente, debe administrarse un diurético como la Furosemida para

mantener la diuresis horaria por encima de 20 mL/hora y para impedir la aparicién de edema
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pulmonar. Si la administracién de liquidos no consigue elevar la presion arterial, deben aplicarse
sustancias presoras como la Dopamina, Dobutamina (en los enfermos con gasto cardiaco bajo) o
Noradrenalina que se reserva para cuando la presion arterial no puede mantenerse por otros
medios.

5*. Tratamiento de la acidosis y CID. La acidosis y la CID suelen resolverse al tratar la
infeccion subyacente y mejorar el riego sanguineo a los tejidos. Si el pH desciende por debajo de
7.20 debe indicarse bicarbonato sddico. La CID asintomatica (finicamente con alteraciones de
laboratorio) o leve no requiere tratamiento especifico. Si se producen hemorragias importantes,
es prudente la reposicion de plaquetas y de los factores de la coagulacion. Es discutible el empleo
de heparina y de agentes fibrinoliticos.

6°. Antibiéticos. Deben administrarse tan pronto como el diagnostico de sepsis se
sospeche con vehemencia. Antes de aplicarlos hay que obtener hemocultivos y muestras de los
principales liquidos corporales y exudados para cultivarlos. La identificacion de una puerta de
entrada o de un foco localizado de infeccion puede servir de guia para el tratamiento antibidtico
inicial. Si se carece de estos datos, es importante advertir que los signos y sintomas de la sepsis
por microorganismos grampositivos y por gramnegativos son idénticos e indistinguibles por la
clinica.

Cuando se plantea la eleccion de antibidticos, antes de disponer de los resultados de los
cultivos, debe elegirse un antimicrobiano o una combinacidn de ellos que sean activos tanto para
los microorganismos grampositivos como para los gramnegativos. Una vez que se obtienen los
resultados de los cultivos, el tratamiento puede ser mas especifico.

Los farmacos deben administrarse por via intravenosa y, en general, son preferibles los
fArmacos bactericidas a los agentes bacteriostaticos. La dosificacion debera ser la maxima
aconsejada con ¢l fin de asegurar unos niveles suficientes en sangre y tejidos.

Es importante conocer el patrén bacterioldgico de la localidad para una eleccion inicial
acertada. Muchos patdgenos hospitalarios pueden ser sensibles solamente a farmacos
potencialmente téxicos, como los aminoglucdsidos. En esos casos, aunque el enfermo tenga
insuficiencia renal, suele ser necesario administrarlos para garantizar un tratamiento adecuado,
teniendo en cuenta que la nefrotoxicidad de estos agentes suele tardar de 3 a 5 dias en

desarrollarse. Idealmente, durante ese tiempo los microorganismos causales deberian ser

26



INTRODUCCION

identificados para poder sustituir los aminoglucésidos por otros agentes menos toxicos. En la
mayor parte de los casos, es suficiente un sélo fArmaco para tratar una sepsis por un patégeno
conocido.

El tratamiento combinado esta indicado en los siguientes casos:

a) Como tratamiento inicial para abarcar a todos los patégenos posibles hasta conocer los
resultados de los cultivos.

b) Para atacar a ciertos microorganismos en los estd comprobada la utilidad de los
antibioticos sinérgicos, como Pseudomonas aeruginosay enterococos.

¢) Para tratar a enfermos inmunodeprimidos, especialmente los que tienen neutropenia.

1.14.2. NUEVAS PERSPECTIVAS TERAPEUTICAS. TERAPIA
ANTIMEDIADORES

Dado que la administracion de TNF, IL-1 o endotoxina producen un cuadro clinico
similar al de la sepsis, se esta ensayando la terapia anticitocinas durante la fase inicial del trauma
o la infeccion.

La mayoria de las moléculas estudiadas hasta ahora son proteinas de alto peso molecular,
producidas con tecnologia recombinante, facilmente hidrolizables perdiendo parte de su
compleja estructura terciaria que es indispensable para la interaccién con los receptores.

El conocimiento de la estructura tridimensional de los receptores y de los binomios
receptor/ligando, enzima/segundo mensajero y factor transcripcién/promotor del gen, permitira

en el futuro la sintesis de otras moléculas de bajo peso.

1.14.2.1. Macromoléculas

1.14.2.1.1. Anticuerpos

a) Anticuerpos antiendotoxina frente al sitio activo de la endotoxina, lipido A, son los

anticuerpos monoclonales humanos especificos HA-1A, y anticuerpos monoclonales murinos E3.

Debido a la similitud del lipido A de las bacterias gramnegativas, podria existir una proteccion
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universal cruzada, independientemente del tipo de bacteria. Los resultados conseguidos han sido

contradictorios en los distintos ensayos realizados hasta ahora.

b) Anticuerpos humanos policlonales frente a la regidn core de la endotoxina, son los
J5.

¢c) Anti-TNF, al ser el inductor principal de la cascada de las citocinas, nos permitiria la

aplicacion universal de esta modalidad de inmunoterapia, ya que el 50% de los pacientes con
shock séptico y altos niveles de TNF no tienen causa infecciosa aparente o detectable o son

ocasionados por bacterias grampositivas.

1.14.2.1.2. Antagonistas naturales de receptores

a) Antagonistas del receptor para IL-1, es el IL-Ira (Interleuking 1 receptor antigen): en

estudios en fase III no se han podido confirmar los resultados preliminares positivos.

b) Antagonistas del receptor para TNF, es el sTNFRp55, en humanos, en presencia de
inflamacién o infeccién local, la concentracién sérica de los sSTNFR se incrementa como una
proteina de fase aguda inhibidora natural del TNF. Cuando existe una disminucién de sTNFR,
estas concentraciones inadecuadas han sido relacionadas con una mayor mortalidad en

meningitis grave, sugiriendo la necesidad del aporte exdgeno de sTNFR en infecciones graves.

¢) Inmunoadhesinas inhibidoras del TNF-¢: son moléculas homodiméricas constituidas

por dos cadenas extracelulares del receptor TNFRpSS unidas a la fraccion Fe de la cadena larga

de la inmunoglobulina IgG;. Estos inhibidores poseen vida media larga y mayor afinidad por el
TNF-a.

d) Inhibidor natural de la endotoxina, la proteina Bactericida/Incrementadora de la

permeabilidad (BPI) esté siendo ensayada en pacientes. El BPI se une al LPS de la membrana de

las bacterias gramnegativas y produce un aumento en la permeabilidad de la pared celular.

28



INTRODUCCION

¢) Precursores glucosamina del lipido A han sido descritos como antagonista de éste:
Lipido X, Lipidoe IVa, etc.

f)_ Analogos sintéticos del lipido A; ejercen su accién a través de receptores distintos a los

de la endotoxina y tienen una potencia 10* veces mayor que el Lipido A, careciendo por lo tanto

de efectos toxicos.
1.14.2.1.3. Factores hematopoyéticos

Son el G-CSF'y el GM-CSF. Se ha demostrado la eficacia del G-CSF en la prevencion y
disminucién de los episodios de infecciones por bacterias grampositivas, gramnegativas y

hongos.
1.14.2.1.4. Terapias antiadhesién

La disfuncion organica, base del fracaso multiple de érganos en traumatismos y sepsis,
comienza con el dafio endotelial, que depende en parte de la activacién intravascular de
neutrofilos, su contacto fisico con las células endoteliales y la produccién y liberacién de
radicales libres de oxigeno al exterior, fuera del fagolisosoma.

Existen diversos estudios en animales de experimentacion que demuestran que la
deplecidn o inactivacion de los neutrdfilos con mostazas nitrogenadas o antisueros especificos
disminuye notablemente el dafio de los tejidos asociado a endotoxemia y el dafio endotelial post-
reperfusion.

El primer paso para la exudacién de neutréfilos es su enlace con las células endoteliales a
través de receptores denominados selectinas, integrinas (CD11/CD18) y otros miembros de la
superfamilia de las inmunoglobulinas son los denominados intercellular adhesion molecule
(ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3)""*'®_ En su fase inicial, el contacto entre los neutrofilos y las
células endoteliales es mediado por dos receptores, el receptor constitutivo selectina-L en

newtrofilos y el receptor inducible selectina-E en células endoteliales. Sus contrarreceptores o
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ligandos son oligosacaridos complejos denominados adhesinas (GIyCAM-1, CE34)4%%%.
Posteriormente, estimulos quimiotacticos y citocinas (IL-8) liberados en el foco de inflamacién
local, produciran la pérdida de selectina-L, la expresion de receptores CD11/CD18 y cambios de
conformacién de los receptores, que facilitaran la emigracion de neutrdfilos al espacio
extravascular. Estos cambios celulares se pueden monitorizar in vivo en pacientes con shock
séptico o infecciones graves, analizando la concentracion sérica de receptores solubles de E-
selectina (concentracién aumentada 20 veces) e ICAM-1 (concentracion aumentada 3-4

veces)m) y la expresion de receptores integrina (CR3, CR4) en la membrana de neutrofilos®?

Una vez mas, los resultados han sido dispares(23"29) X

1.14.2.1.5. Coadyuvantes del Sistema Reticulo Endotelial:

Fibronectina

La Fn es una glucoproteina de elevado peso molecular con multiples acciones, una de
ellas es la de favorecer la accion del SRE en la eliminacion de tejidos necrdticos y de
microorganismos invasores.

Saba y su grupooma) fueron los primeros que ensayaron la terapia con crioprecipitado
(plasma enriquecido de ocho a diez veces en Fn, pero ademas en otras proteinas plasmaticas
como Fibrindgeno, Factor VIIL, y factor von Willebrand) en pacientes que tenian niveles bajos de
Fn plasmatica. Consiguieron una gran mejoria en los pacientes pasadas las primeras 48 horas que
consistio, fundamentalmente, en la disminucion de la fiebre v la leucocitosis y en la mejoria de
los sistemas cardiovascular, pulmonar, y renal materializandose en un inctemento del flujo
sanguineo y consumo de oxigeno en los miembros; un descenso en la fraccion shunt pulmonar y
en el espacio muerto de ventilacién; y en el aumento del aclaramiento de creatinina.

(34-36)

Posteriormente Lundsgaard-Hansen, Hesselvik, Grossman , etc, ilevaron a cabo

nuevos experimentos tanto con crioprecipitado como con Fn pura, logrando resultados diversos,
probablemente debido a que los grupos de pacientes no eran. También se ha investigado mucho

en animales con resultados dispares®™* |
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1.14.2.2. Micromoléculas

Otro frente de actuacion ha sido la inhibicion de la transcripeion, sintesis, glucosilacion y
secrecion de citocinas.

La elevaciéon de AMP¢ inhibe intensamente la produccion de TNF-a.. Se ha intentado
elevar el AMPc mediante analogos exdgenos no hidrolizables, activadores de la adenilciclasa o
inhibidores de la hidrdlisis de AMPc. Estos dltimos, inhiben selectivamente la isoenzima
fosfodiesterasa de nucledtidos ciclicos. El farmaco mas estudiado en este grupo es la
Pentoxifilina, aunque otros estén en la fase preclinica.

Diversas moléculas inhibidoras de las proteinas tirosinacinasa (Herbimicina, Genisteina)
bloquean la activacion de macrofagos in vitro inducida por las endotoxinas™? .

Los imidazoles biciclicos (Dihidroimidaziltiazolina) inhiben la produccién de citocinas
impidiendo la transcripcion del mRNA ribosémico.

Por ultimo los inhibidores de las convertasas, enzimas responsables de procesar e
hidrolizar los precursores de las citocinas hasta su forma madura bioldgicamente activa, pueden
ser otra posible diana terapéutica. Han sido descritos diversos inhibidores de la IL-1 convertasa y

de la TNF convertasa con efectos in vitro.

2. CRITERIOS DE VALORACION CLINICA

2.1. CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE LOS DISTINTOS
ESTADIOS DE GRAVEDAD EN LA SEPSIS

Siguiendo las recomendaciones de la ACCP/SCCM!? definimos los siguientes estados

de gravedad:
* Sepsis Leve
* Sepsis Severa
* Shock Séptico
* Fallo Multiorganico
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2.1.1. SEPSIS LEVE

Se diagnostica sepsis leve cuando el SRIS es el resultado de un proceso infeccioso
confirmado.

Como se observa en el diagrama del Grafico 2, el SRIS puede ser la consecuencia de una
infeccion (es decir, sepsis) o de un agente no infeccioso (pancreatitis...etc.). Por tanto, la sepsis

representa solamente una parte de los pacientes que desarrollan SRIS, los de etiologia infecciosa.

Grifico 2. Inter-relaciones entre Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS), Sepsis
e Infeccibn.
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En estudios recientes se ha demostrado que tan sélo el 45-48% de los estados sépticos

(4549 "y aproximadamente el 15% no presentan infeccion

documentada a pesar de tener una alta sospecha clinica de estar infectados(%); es decir, si

cursan con hemocultivos positivos

consideramos conditio sine qua non el aislamiento microbiolégico, uno de cada siete pacientes
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sépticos no serd diagnosticado adecuadamente. Ademas, debido a la necesidad de instaurar
rapidamente el tratamiento, se tiende a administrar antibiéticos afin cuando la posibilidad de

infeccion sea muy remota.

2.1.2. SEPSIS SEVERA

Una complicacién frecuente del SRIS es la instauracién del fracaso de un 6rgano (FUO)
(Véase Anexo 1) como puede ser el Sindrome de Distress Respiratorio del Adulto (SDRA), fallo
renal agudo, etc! 7

Se define pues la Sepsis Severa como la sepsis asociada al fracaso de un drgano, 0 a
signos de hipoperfusién en forma de acidosis lactica, oliguria o alteracion mental aguda o a
evidencia de hipotension.

El término Sepsis Severa ha venido a reemplazar al denominado “Sindrome séptico” que

ha sido utilizado con frecuencia de manera impropia para definir estados inflamatorios que

cursaban con sintomatologia similar a una sepsis, pero cuyo origen no era infeccioso.

2.1.3. SHOCK SEPTICO

Se define Shock Séptico como la Sepsis Severa que cursa ademdas con hipotension
persistente a pesar de restaurar fluidos, acompafiada de signos de hipoperfusion o disfuncién de
algun 6rgano. En ciertos casos €l tratamiento con inotropos y vasopresores puede enmascarar la

hipotension, lo que dificulta el diagnéstico.

2.1.4. FALLO MULTT ORGANICO (FMO)

En el extremo, el proceso séptico tiene un impacto en el funcionamiento de multiples

6rganos, haciendo que la homeostasia no se pueda mantener sin intervencion terapéutica.

(48-50)

En algunos trabajos se ha demostrado que se puede desarrollar FMO en ausencia de

infeccion y ademas que este estado se puede reproducir experimentalmente mediante Ia infusion

de ciertos mediadores de la inflamacion®' >,
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Se diagnostica FMOQ cuando se produce el fracaso de dos o mas 6rganos (Véase Anexo

1.

El resultado final (pronéstico) en el FMO se determina por el nimero de sistemas que
fracasan y por el tiempo de duracion de dichos fallos®**®,

En un estudio realizado por Knaus ef al®®, se constaté que la proporcién de muerte fue
del 22% en los pacientes con FUO de menos de un dia de duracién, pero después de 7 dias habia
fallecido el 41% de los enfermos. La proporcion de fallecimtentos cuando se produjo el fracaso

en tres o mas Organos durante menos de 24 horas fue del 80%, aumentando al 100%

transcurridos 4 dias.

2.2. CRITERIOS DE VALORACION DE LA EVOLUCION CLINICA

La sensibilidad diagndstica de los criterios de la ACCP/SCCM es altisima, y esto
conlleva el que se incluyan pacientes con gravedad media junto a otros casos que revisten mayor
importancia.

La ACCP/SCCM, con motivo de hacer las definiciones mas especificas y para facilitar al
clinico la toma de decision en cuanto al tratamiento a instaurar, recomienda el use concomitarnte

de Sistemas de Puntuacion o Sistemas de Score (Scoring Systems)™”

, que ademas de ayudarnos
en el diagnostico rapido y correcto, nos permitan predecir, en lo posible, el riesgo de mortalidad,
a la vez que observar la evolucion clinica diaria del enfermo y la eficacia del tratamierito
antibidtico que se esta utilizando por si fuera necesario modificarlo.

La estimacién de los riesgos puede ser util en la monitorizacion del uso de nuevos
tratamientos que aparentemente son eficaces, ya que ayuda a la identificacion y estratificacion de
los pacientes en niveles de riesgo. El uso de estas aproximaciones tiene particular importancia
cuando el paciente es candidato o participante en un ensayo clinico!'"”. El conocimiento exacto
de los riesgos previos al tratamiento puede mejorar la precisién en la evaluacion de los farmacos
en fase de experimentacion,

A lo largo de los Gltimos aflos se han ideado numerosos indices prondsticos basados en

un sistema de puntuacién o tanteo conocidos como Scores, como ocurre en el estadiaje de los

tumores solidos donde la presencia de adenopatias o metastasis se utiliza para planificar la
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quimioterapia y la radioterapia adecuada®”. De la misma manera, existen escalas como la de
Karnofsky®® que se usa para establecer la estrategia terapéutica y evaluar los efectos de la
quimioterapia en el nivel de actividad y calidad de vida del paciente.

En cardiologia, la New York Heart Association Functional Classification se usa
normalmente para seguir los progresos del paciente y para conocer el impacto de las maniobras

terapéuticas realizadas®®.

2.2.1. DISENO DE SCORES

Las tres fases en las que se divide el disefio de un nuevo método de score son:

1. Analisis para identificar y categorizar los factores de riesgo.

2. Obtencion de las ecuaciones que, empleando todas las variables, nos den el valor
individual en cada paciente.

3. Validacion o evaluacion del score propuesto.

2.2.1.1. ANALISIS PARA IDENTIFICAR Y CATEGORIZAR LOS
FACTORES DE RIESGO

Existen diferentes metodologias estadisticas para identificar los factores de riesgo, pero
en todos los casos la consistencia de sus hallazgos suponen la validacion de las conclusiones que
adjudican el valor predictivo de cada parametro.

Durante la pasada década, se han realizado numerosos estudios en pacientes con
infecciones graves (normalmente bacteriemias) para identificar los factores asociados a la
mortalidad.

En multitud de trabajos, mediante andlisis estadisticos univariables o multivariables,
aplicando diferentes métodos de regresidn logistica se han ido identificando las variables
independientes que estdn relacionadas con el estado de gravedad de los pacientes y con el
desenlace final.

Las variables asociadas a un peor pronodstico en enfermos criticos en general y en

sépticos en particular, se han ido identificando paulatinamente en diversos trabajos realizados
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por distintos autores. En muchos casos las variables que parecian estar asociadas
estadisticamente en unos estudios no lo estaban en otros, probablemente debido a los diferentes
modelos de investigacién empleados.

Los factores que han demostrado con mayor frecuencia su importancia a la hora de
reflejar el estado de gravedad de un paciente han sido: presencia de shock®*? enfermedad de

NI T . » 65 60,62,63,66 "
base "2 vespiracion disminuida®, fuente de infeccion® 8% edad )| Servicio de

(60.61 (60) (60)

), tipo de microorganismo infectante’™ | presencia de metdstasis sépticas® |

(60,61,65)

hospitalizacion

terapia antimicrobiana inapropiada
(64)

, lerapias antibidticas con un unico fdrmaco o

(64,66-68) (63) 1(63,66)
k-

tratamiento combinado™ ™ , recuento de células blancas , diuresis™”’ , pH arteria

lugar de adquisicion de la infeccién (nosocomial o en la comunidad)®” , fallo multiorgdnico®"

(69-71)

- : 63.60.71-83
presencia de endotoxemid ¢ by

, niveles de citocinas como TNF-a, IL-1, IL-6 etc.
reactantes de fase aguda como factor B, C3 y Cs, del Complemento, a-1 glicoproteina dcida, a-

1 antitripsina, etc. (1

2.2.1.2. OBTENCION DE LA ECUACION MATEMATICA

Una vez identificadas las variables a tener en cuenta en la valoracién del estado del
paciente, el siguiente paso es conocer el peso especifico de cada variable y la cuantia en la que
repercute sobre el valor global del score.

Para ello, normalmente se emplean métodos estadisticos basados en ecuaciones de
regresion logistica multiple, que asignan un factor a cada variable y nos proporcionan la ecuacién

que mas se aproxima a la estimacién numérica de la gravedad individual de cada enfermo.

2.2.1.3. VALIDACION DE LOS SCORES

La validacion de los scores es la nltima fase a la hora de proponer un nuevo score. El
proceso consiste en corroborar la eficacia del sistema de puntuacion en una poblacion de

pacientes observando que la prediccidn es consistente con el desenlace final de la enfermedad

(alta o fallecimiento).
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2.2.2. EVOLUCION DE LOS SCORES

Se han disefiado numerosos sistema de score para casos de sepsis en los tltimos 15 afios;
siendo algunos modificaciones de los previos. La mayoria de estos sistema se han sometido a
validacion y unos cuantos han sido reevaluados por otros autores obteniendo resultados
variables.

Los scores méas empleados como son el Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation (APACHE II)®¥ (ver Anexo 2) o el Mortality Prediction Method (MPM)® fueron
disefiados en su origen para calcular el riesgo de mortalidad en las UCls y para estratificar los
pacientes en funcion de la gravedad en los ensayos clinicos.

Ninguno de los scores intentaba al principio aplicar el riesgo de mortalidad obtenido a la
hora de tomar una decisién clinica, sino que su propdsito era estratificar los grupos de pacientes
para poder evaluar objetivamente la eficacia de diferentes pautas terapéuticas. Sin embargo,
conforme se fueron sofisticando los sistemas de deteccion de las variables independientes a tener
en cuenta, se hizo posible crear sistemas de score que, acompaiiando a la informacién clinica,
permitieran ayudarnos a tomar decisiones en cuanto a intervenciones diagnésticas o terap€uticas
ante un paciente individual.

Los scores como el APACHE, y el Simplified Acute Physiology Score (SAPS IN®® (ver
Anexo 2) se correlacionan bien con el riesgo de muerte de los pacientes ingresados en las UCls
pero tienen un bajo poder discriminante en pacientes sépticos. Sin embargo, el sistema APACHE
11 ha sido validado en diferentes estudios con pacientes quirﬁrgicosmn . Dado que este score ha
demostrado ser fiable, objetivo y compuesto por informacion independiente de los criterios
diagnosticos y de! tratamiento, se justifica que el Joint Working Party of the Surgical Infection
Society for North America and FEurope adopte el APACHE II como el sistema de score preferido
en las infecciones intra-abdominales®® .

Los sistemas de score utilizados en pacientes criticos con el fin de predecir el riesgo de
mortalidad, han pasado desde correlacionar el indice de mortalidad con el nimero de drganos
que fallan [p.ej. Multiple System Organ Failure Scoring System (ver Anexo 2)), hasta

sofisticadas técnicas que cuantifican el peso de las variables anatomicas, clinicas y fisioldgicas y
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mediante ecuaciones de regresion logistica calculan el riesgo de mortalidad [p.ej. APACHE Il y

el SAPS 1II].
Los scores como The Multiple System Organ Failure®™ | el Septic Severity Score®™ | ¢l
Multisystem Organ Failure Scoring System® | el Organ Disfunction and/or Infection™ | el

“8) se basan Uinicamente en el

Acute Organ System Failure®™ y el Multiple Organ Failure
diagnostico de fracaso de érganos o gravedad del fracaso del drgano, sin tener en cuenta
importantes variables fisiologicas, asi como posibles enfermedades de base que puedan afectar
negativamente al estado del paciente, utilizando en muchas ocasiones criterios diferentes para
diagnosticar el fracaso de los érganos.

Los métodos derivados y validados en pacientes quirtrgicos como el original Multiple

OV el Septic Severity Score® | el Grading of Sepsis®

(62)

System Organ Failure
(95}

, el Peritonitis

Index Altona , el Multiple Organ Failuré™ | el Organ

(96)

, €l Surgical Infection Stratification
Dysfunction and/or Infection® 'y el Outcome Predictive Score®® no pueden ser aplicados a
pacientes no quirirgicos con sepsis puesto que el proceso quirdrgico en si mismo, la respuesta
inflamatoria consiguiente al trauma quirirgico, y la necesidad de realizar procedimientos
adicionales para erradicar el foco de infeccidn, contribuyen al estado clinico general y al
posterior desenlace final®” .

En ofros sistemas desarrollados en pacientes quirtrgicos se utilizan evaluaciones
subjetivas sobre infecciones locales de tejidos y/o fracaso de érganos p.ej., et Organ Dysfunction
and Infection, y el Grading of Sepsis®H .

Determinados métodos consideran el tipo de infeccion y el organismo causante p.gj.,
Septic Shock Score (SSS)®¥ .

Algunos de los scores, tanto en validaciones externas como en investigaciones internas,
han intentado minimizar la subjetividad (p.ej.,Grading of Sepsis) o tienen en cuenta el curso
clinico de los pacientes en el tiempo para aumentar la exactitud en los calculos (p.ej.,.Mortality
Prediction Method)(gg) .

Aunque se puede suponer que los pacientes con multiples factores de riesgo tendran una
mayor probabilidad de muerte que los pacientes con ninguno o sélo un factor de riesgo, ninguno

de todos estos estudios consiguié desarrollar un modelo o algoritmo perfecto para cuantificar el

riesgo de mortalidad debido a bacteriemia.
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En definitiva, serd importante conseguir un sistema de score que evalie la combinacion
de factores de riesgo como anormalidades fisioldgicas, variables clinicas y niveles de citocinas u
otras proteinas del tipo de reactantes de fase aguda que nos ayuden a predecir el riesgo de muerte

P - . . .. 1
en un proceso séptico o a monitorizar la evolucién clinica de la enfermedad”®” .

3. FIBRONECTINA

3.1. DESCRIPCION

La Fn es una proteina documentada por primera vez en 1948 por Morrison'!®" que

consiguid purificar parcialmente una fraccidn del plasma y la denomind “globulina insoluble en
frio”.

En 1970, Mosesson y Umtfleet'® purificaron totalmente la globulina insoluble en frio y
definieron su composicion aminoacidica, calcularon que su peso molecular era de 450.000
daltons aproximadamente y describieron su estructura que consistia en dos cadenas protéicas
unidas mediante puentes disulfuro.

Por otro lado, en 1965 el grupo de Saba documento la presencia de una «; globulina la
cual se unia a particulas recubiertas de gelatina y que favorecian la fagocitosis por parte de los
macréfagos“U3 109

En 1976, Blumenstock et af'%'%7 lograron purificar este factor opsénico estimulante de
macrdfagos vy le describieron bioquimicamente como una o globulina de 450.000 daltons
aproximadamente de peso molecular a 37°C .

En 1973, Ruoslahti et a/ describieron por primera vez la fibronectina de la superficie
celular en fibroblastos de pollo!"™ .

En 1975, se demostrd que la globulina insoluble en frio estaba antigénicamente
relacionada con varias proteinas ya estudiadas: la glicoproteina de la superficie de los
fibroblastos, el llamado ‘‘large external transformation sensitive protein” (LETS) y la
fibronectina de la superficie celular. En 1976 fue comprobado el comportamiento de la globulina

insoluble en frio como a-glicoproteina opsénica del plasma(mﬁ’mg) .
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Otros grupos de investigacion la denominaron factor antigelatina, galactoproteina a o

(N1 ' hero analizando estos estudios de manera retrospectiva se

factor de acercamiento celular
hizo evidente que estaban trabajando con la misma molécula.

Etimologicamente, la palabra deriva de “mectere” por sus propiedades para unir o
adherirse a distintas superficies como la fibrina (de ahi la raiz latina fibro).

La forma soluble se encuentra disuelta en el plasma y en la mayoria de fluidos del cuerpo
mientras que la forma insoluble la localizamos sobre la superficie celular, en las membranas
basales, en el medio de cultivo de células y dispuesta en forma de fibrillas en la matriz
extracelular del tejido conectivo, del tejido de granulacion o tejido cicatricial, etc.

La Fn soluble y la insoluble o celular son similares pero no idénticas; se han detectado
diferencias estructurales, funcionales e inmunoldgicas.

Aunque en general se habla de una proteina, en realidad se trata de una familia de
proteinas. Mediante experimentos con DNA recombinante se han identificado dos regiones en la
molécula de Fn que varian en funcion del procesamiento sufrido por el mRNA primario en la
fase post-transcripcional: son las regiones hipervariables que dan lugar a distintos subtipos de
fibronectinas con diferentes secuencias aminoacidicas.

Uno de los subtipos de Fn identificado en células tumorales humanas y en fibroblastos,
posee una secuencia homéloga tipo III adicional llamada “extra domain” (ED) que es insertada
en cada uno de los brazos de la Fn en las propias células que permitird que posteriormente se
formen polimeros fibrilares. La presencia de esta secuencia es exclusiva de las fibronectinas
celulares, desconociéndose su significacion funcional, pero el hecho de que s6lo aparezca en la
Fn celular sugiere un papel en la organizacion de los tejidos, favoreciendo quiza la formacion de
las fibrillas de Fn encontradas en la matriz extracelular.

La Fn es una glucoproteina dimérica de gran tamafio constituida por dos subunidades
similares de 225.000 kdal cada una. Contiene aproximadamente 2.300 aminoécidos y un 5% de
la molécula son carbohidratos El analisis de aminodcidos, mRNA, y secuencias de DNA
gendmico han demostrado que la proteina se compone de bloques de secuencias homologas
repetitivas de tres tipos (I,II y 1II). Estos tres tipos de secuencias conforman mas del 90% del

total de la molécula de Fn. Las secuencias homologas tipo I y 1l contienen 45 y 60 aminoacidos
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Grifico 3. Estructura de la Fibronectina celular.
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ESTRUCTURA DE LA Fn INSOLUBLE. Los dos brazos estan separados aproximadamente 70° En

solucién los brazos se replicgan, adoptando una conformacién més globular. La seccuencia Tipo I conticne

45 amino4cidos (aa) con dos puentes disulfure muy cercanos. La Tipo II contiene 60 as pero los pucntes
disulfure estin més scparados. La Tipo I ticne 90 aa sin puentes disulfuro. Los fibroblastos insertan un
dominio extra (E.D.) de osts maners capacita & la Fn pera constituir las fibrillas multiméricas tipicas de

1a Fn extracelular. La localizacion de las dreas susceptibles al ataque proteolitico s¢ indican como

(T = tripsina y C = quimotripsina), La digestién proteolitica parcial d¢ la molécula de Fn nos ha permitido
mapear los dominios funcionales. En ¢l dibujo se mucstran los sitios d¢ unidén aproximados de varios ligandos.
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respectivamente y se hayan estabilizadas por dos puentes disulfuro. La tipo 1l tiene 90
aminoacidos sin puentes disulfuro, pero algunas tienen grupos sulfhidrilos libres. La funcion de
estos grupos no se conoce, aunque bajo ciertas condiciones, mediante su oxidacion se pueden
formar multimeros de elevado peso molecular.

{as secuencias se ordenan en linea recta para dar lugar a las dos subunidades casi
idénticas que conforman los dos brazos de la molécula de Fn. Cada brazo del dimero de
Fn se puede dividir en varios dominios ﬁmcionales(m) los cuales se refteren a cada una de las
sustancias a las que se unen en esta region especifica, por ejemplo el dominio nimero 1 y el 8 se
llaman dominios de union a fibrina, el 2 es el dominio de unién a colageno/gelatina, y el dominio
6 es la region de adhesién a células, las funciones de los dominios 3 y 5 son desconocidas. El
complemento probablemente se una al dominio 2. El dominio 9 es el extremo carboxi-terminal.

Al observar la Fn sobre la superficie de las células con microscopio electronico, ésta
aparece en forma abierta; sin embargo, en solucion fisiologica el extremo amino-terminal de
cada brazo puede enrollarse hacia el resto carboxilo final del dominio 2 (de unién al colageno)

dandole una conformaciéon mas globular.
3.2. DISTRIBUCION

La Fn es una proteina muy ubicua. La forma soluble la encontramos en los fluidos del
organismo, especialmente en-el plasma, LCR, liquido sinovial, liquido amniético, fluido seminal,
saliva y en exudados inflamatorios; y la insoluble en la superficie de las células y en la matriz

extracelular! ' |

La forma mds prevalente es la soluble plasmatica, la cual es sintetizada probablemente
por el Sistema Reticulo Endotelial (SRE) con una especial ¢capacidad por las células de Kupffer
del higado, que en realidad son células reticuloendoteliales, asi como “células endoteliales™

{116}

vasculares especializadas’ ' . La insoluble, en su mayor parte es sintetizada por las propias

celulas.
Aunque in vitro la mayoria de las células pueden sintetizar Fn, in vive no se conoce
exactamente cual es la fuente de Fn tisular. Se ha demostrado, sin embargo, que el plasma

suministra al menos parte de ia Fn hallada en los tejidos(m’“s) . Esto nos indica que puede

42



INTRODUCCION

(116)

existir un equlibrio dindmico entre la Fn plasmatica y la celular . Por otro lado, in vitro,

diferentes tipos de cultivos celulares han demostrado que pueden sintetizar I'n y secretarla a la
matriz extracelular’' ' .

La forma celular de la Fn constituye aproximadamente el 1-3% del total de la proteina
celular en los cultivos de fibroblastos.

La composicion y organizaciéon de la matriz extracelular varia de unos tipos de células a
otras conteniendo entre otras glucoproteinas las siguientes: colageno, trombospondina, laminina,
etc,

La Fn celular puede establecer enlaces cruzados con ella misma mediante puentes
disulfuro o a través del factor X2 ambos procesos tienen como resultado la formacién

de fibrillas de aproximadamente 5-10 nm de didmetrot'®

, insolubles en detergentes de baja
fuerza ionical'?? y estabilizadas por puentes disulfuro"'*>**”  La Fn de estas fibrillas proviene en
parte de la sintetizada por las propias células y de la aportada por el plasma utilizado en el

cultivo1*®

. Cuando estos cultivos se analizan mediante microscopia inmumofluorescente, se
observa la malla de fibrillas de Fn depositadas entre las células de los tejidos.

La incorporacidén de la Fn soluble a los tejidos requiere la intervencion de dos tipos de
receptores protéicos dispuestos en la superficie celular. Un primer tipo de receptor es un
complejo protéico de 140 kdal de la familia de las integrinas que reconoce el dominio funcional
—dominio 6— responsable de la adhesion de la Fn a la superficie celular. El segundo receptor
celular es el llamado “Matrix Assembly Receptor” (MAR) que es el encargado de favorecer las
interacciones con otras moléculas de Fn soluble y estabilizar los enlaces Fn-Fn que constituyen
las fibrillas multiméricas de Fn que se encuentran en la matriz extracelular de los tejidos*® . Ei
MAR se adhiere al fragmento de 70 kdal del extremo animo-terminal de la molécula de Fn en
dos etapas: en una primera fase se une al resto final de 27 kdal y en la segunda interviene el
fragmento contiguo de 40 kdal —juntos forman el resto de 70 kdal del extremo amino-terminal
de la molécula de Fn—.

Durante estos ultimos afios se ha llegado al conocimiento de la intima relacion existente
entre proteinas de la matriz extracelular, tales como la Fn, y el citoesqueleto; se ha visto cémo

las fibrillas de Fn extracelular se alineaban con los haces de filamentos de actina intracelulares y

como el tratamiento de las células con citocalasina, que rompe los filamentos de actina, conducia
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a la pérdida de la Fn adyacente a la superficie celular'™® . También se sabe que la adicién de Fn
a las células tumorales malignas en cultivo, cuyo citoesqueleto ha perdido su organizacion
normal, produce la reordenacion de la red de filamentos de actina intracelulares™” .

Todo esto llevo a la conclusidn de que tenia que existir un contacto fisico entre el
citoesqueleto y la matriz extracelular, y que este contacto podria estar mediado por un receptor o
receptores integrados en la membrana celular que conectaran ambos medios, la célula y la matriz
que la rodea.

Para abordar el estudio de estos receptores se disefiaron anticuerpos monoclonales (AcM)
con capacidad para inhibir la adhesion de las células a la matriz o a otras células. Otro método
consistid en el empleo de técnicas de cromatografia de afinidad que utilizaban como ligando el
componente extracelular cuyo receptor se queria estudiar.

Al utilizar AcM que inhibian la adhesion a la Fn de fibroblastos de pollo en cultivo, se
identificd un complejo de 140 kdal que consta de tres glucoproteinas unidas no

covalentemente'?”

. En estudios de inmunofluorescencia, se observo que este complejo alinea
tanto las fibras de Fn como las del citoesqueleto. Ademaés, por estudios de microscopia
inmunoelectrénica, se ha comprobado que estas proteinas estan en los puntos de unidén de la
célula con otras células o con la matriz circundante" .

En 1986, Tamkun et al'*® estudiaron la estructura de una de las subunidades del
complejo 140 kdal y encontraron que consta de un gran dominio amino-terminal extracelular, un
segmento dentro de la membrana y un pequefio dominio carboxi-terminal citoplasmatico. Estos
autores observaron, asfmismo, que el segmento extracelular contiene tres fragmentos repetidos
ricos en cisteina y que el intracelular tiene un residuo de tirosina susceptible de ser fosforilado, lo
cual puede estar en relacion funcional con las proteinas codificadas por algunos de los
protooncogenes que tienen actividad de tirosina quinasa. La secuencia de aminoacidos no se
parecia a ninguna de las proteinas conocidas hasta ese momento. A dichos autores se debe la
designacion de este complejo 140 kdal como integrina™ .

Todos y cada uno de los receptores de adhesion celular estudiados hasta el momento en
mamiferos son glucoproteinas y en el hombre constan de dos subunidades unidas no
covalentemente: [a alfa y la beta. La funcidn de estos receptores se basa en su participacion en las

interacciones célula-célula y célula-mafriz extracelular. Muchas de ellas reconocen en su ligando
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extracelular la secuencia RGD (arginina-glicina-asparagina) que esta presente en muchas de las
proteinas de la matriz tales como la Fn, el coldgeno y la vitronectina, entre otras, aunque pueden
tener lugar interacciones de otro tipo. El ligando intracelular seria una proteina del citoesqueleto:
vinculina, talina, o-actinina y tropomiosina. En otras ocasiones, €l ligando extracelular es otra

célula y queda por determinar la naturaleza del ligando reconocido por ias integrinas(133) .

Grifico 4. Esquema de 1a funcion adscrita a las integrinas (modificada de Hynes y
Yamada(m))

Actina Citoplasma

" e, ...
W

o

Subunidad alfa

Fibronectina

Dentro de la superfamilia de las integrinas pueden reconocerse tres subfamilias en virtud
de que en cada una de ellas la subunidad beta es idéntica en todos los miembros del subgrupo. El
receptor de la Fn contiene una subunidad beta 1, designada como CD29, que es la que aparece en
todos los miembros de la subfamilia de integrinas denominada VLA (very late activation
antigen)' .

Poco se conoce acerca de la regulacion de la expresiéon de estas moléculas de adhesion
asi como del papel de ciertos mediadores solubles en la misma. Se ha estudiado la accién de la
interleucina-1 beta en células pertenecientes a dos osteosarcomas humanos y se ha observado un
aumento de la expresion de la subunidad beta 1 y sus correspondientes subunidades alfa. Este
incremento de expresion de beta | se asocié con una mayor adhesion de las células a la Fn y una

disminucién de la proliferacion celular™? .
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Tabla 1. Superfamilia de las integrinas: familias en humanos®*? .

Subunidad beta Subfamilia
Beta 1 VLA-1,23,4,5,6..7

Receptor de fibronectina
Integrina de pollo

Beta 2 LFA-1

MAC-1/MO-1

GP 150/95

Beta 3 Receptor de vitronectina

Complejo IIb/IlTa de las plaquetas

Beta 4 Adhesion en células endoteliales
Beta 5 Receptor de vitronectina
Beta X Receptor de ligandos RGD en polimorfonucleares

Otro aspecto practicamente desconocido en estas moléculas de adhesion, es la etapa
cronologicamente siguiente a la unidn de la integrina con su ligando extracelular: si se producen
sefiales al interior de la célula, como son éstas y en qué medida condicionan el tipo de
interaccion con las proteinas del citoesqueleto. Hasta el momento, s6lo se sabe que los ésteres de
forbol aumentan la adhesion de algunas lineas celulares a la Fn, lo cual sugiere la intervencion de
la proteinquinasa C en los pasos inmediatamente posteriores a la union de la integrina con su
ligando, probablemente fosforilando las proteinas del citoesqueleto que estan involucradas en la

adhesion mediada por las integrinas™> ,

En un trabajo publicado recientemente!*®

se observa, al estudiar la expresion de los
receptores para Fn y vitronectina, que €sta varia dependiendo del medio en que se cultiven las
células, aunque parece que se expresa prioritariamente el segundo. Sin embargo, ambos
establecen interacciones con la vinculina y la talina intracelulares, lo cual sugiere que distintas

integrinas interaccionan con las mismas proteinas del citoesqueleto.
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3.3. FISIOPATOLOGIA

3.3.1. FUNCIONES DE LA FN

Las funciones principales de la Fn estan relacionadas con la defensa del huesped frente a
la infeccidn, sirviendo como mediador en la fagocitosis de bacterias por parte de los macrofagos
y neutréfilost*"13Y |

La Fn interacciona con los fagocitos en casi todas las etapas de la respuesta
inflamatoria’® | ejerciendo un efecto atrayente principalmente frente a los neutréfilos.
Posteriormente la accion de las proteasas neutrofilicas da lugar a la produccién de fragmentos de
Fn que son quimioatrayentes para los monocitos. También actla como un potente quimiotactico
para monocitos y neutrdfilos en presencia de acido hialuronico. Asimismo, la Fn favorece la
interaccion entre las células fagociticas y las bacterias que han sido opsonizadas por anticuerpos,
lo cual aumenta la actividad bactericida de aquellos.

También colabora con el SRE en la eliminacién de restos de colageno, plaquetas dafiadas
y tejidos necréticos ' .

La Fn, a su vez, ejerce un papel importante en la coagulacién sanguinea en tres
momentos diferentes: en primer lugar, en la fase de agregacién plaquetaria, actuando como
puente de union entre la plaqueta y el colageno; en segundo lugar, favorece la estabilizacién del
coagulo de fibrina, gracias a la mediacion del factor XIII, colaborando en la formacion de la
matriz proteica que sustituird al trombo, ayudando al crecimiento y migracion de las células
dentro de dicha matriz, y por ultimo, potenciando la accién de los activadores del
plasminégeno!*Y .

La Fn celular tiene la capacidad de actuar como una lecting, aghutinando eritrocitos de
carnero, lo que sugiere que puede jugar un papel importante en las interacciones célula-célula"*?

Otra funcién importante es la de colaboracién en el mantenimiento de la integridad
vascular y en la curacion de heridas debido a las interacciones que se producen entre la Fn de la

superficie de los fibroblastos, las mallas de fibrina, el colageno de la matriz extracelular y el
factor XY
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Se ha propuesto que el contenido en Fn celular esta relacionado inversamenie con la
tumorigenicidad de las células y que la carencia de esta proteina puede ser un factor de

(143)

malignidad”’'? . Sin embargo, esta relacién ha sido cuestionada por otros autores'* . Por otra

parte, se ha visto que en algunos casos de neoplasias se producen trastornos en la Fn plasmatica y
que la administracion de Fn in sifu limita el crecimiento de tumores localest**"*9

La Fn tiene fundamentalmente una localizacion subendotelial; sin embargo, también se
encuentra ampliamente distribuida en las zonas de unién de las células, de manera que cuando se¢
produce una lesion en los tejidos, la Fn y otras proteinas de la matriz quedan expuestas pudiendo

cumplir su papel clave en la adhesién de las bacterias a las paredes vasculares. Los neutrofilos se

unen inicialmente a estas areas expuestas del subendotelio donde esta la matriz de Fn celular,

Tabla 2. Papel de la Fn en la respuesta de los fagocitos a la invasi6n bacteriana,

RESPUESTA INFLAMATORIA PAPEL EJERCIDO POR LA Fn

Invasion bacteriana

\

Liberacion de factores Las proteasas de los neutrofilos liberan
quimioatrayentes fragmentos de Fn
Adhesitn de los fagociios al La Fn acnia como mediadora en la
endotelio y subendotelio adhesion de los PMN a la matriz de Fn
+ de los tejidos lesionados
Liberacion de las enzimas de los
granulos lisosomaies La Fn favorece la quimiotaxis
Quimiotaxis La Fn tiene dominios de unién a los
* fagocitos y a las bacterias
Ataque de los fagocitos a las *
bacterias La Fn activa al Sistema del
* Complemento
Ingestion ‘
4 Favorece el mantenimiento de la
actividad oxidativa bactericida

Actividad bactericida
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mas tarde los neutréfilos adheridos al lugar de inflamacion dan lugar a la superproduccion (20
veces superior a la normal) de Fn, la liberan y la depositan sobre las superficies que atraviesan.
Los monocitos también se unen a los tejidos mediante un receptor que tiene afinidad por una
region de la molécula de Fn.

La Fn celular, ademas, juega un papel importante en la quimiotaxis de los fagocitos
debido al caracter reversible de su union a ellos y a su relacién con elementos del citoesqueleto.

El siguiente paso es la adhesion de los organismos a los fagocitos para ser eliminados y
aqui la Fn también tiene un papel crucial mediando la unién de determinados gérmenes gracias a
que poseen una serie de regiones con elevada afinidad a receptores situados en los organismos
invasores.

Y por ultimo, parece que la Fn puede actuar como moduladora de la accion del sistema
del complemento y, en concreto, en la actividad del receptor para el factor C; y Fe, favoreciendo
su capacidad bactericida'"? i

Se ha constatado en muititud de estudios que la concentracion en Fn plasmatica
disminuye en estados sépticos. Las bases que podrian justificar este descenso estan resumidas en
la Tabla 3.

El fallo de la terapia con Fn en pacientes sépticos®® , en principio, no nos sorprende ya
que gran parte de las interacciones positivas de los macréfagos y neutréfilos con la Fn pueden
ocurrir con Fn insoluble de los tejidos y no requiere la presencia de Fn soluble. Por otra parte, el
hecho de la disparidad de resultados obtentdos en los estudios en cuanto al posible efecto
beneficioso de la administracién de plasma fresco o crioprecipitado, podria explicarse por las
diferencias en el tiempo de conservacion del crioprecipitado. Segin Blumenstock er a/'*” 1a
actividad opsoninica de la Fn en el crioprecipitado guarda una relacién inversa con ¢l tiempo de
conservacion. Asi, la congelacion durante dos meses —a pesar de ser a -80°C— ya disminuye su
capacidad opsonica. Los autores que han empleado crioprecipitado de menos de un mes de

conservacion han obtenido efectos beneficiosos®®*® |
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Tabla 3. Mecanismos que modulan la deficiencia y/o restauracién de la Fn circulante en estados sépticos.
BASES PARA LA DISMINUCION

1. Deplecién debida a la unién de la Fn a células daffadas, al coldgeno expuesto y a la fibrina en el lugar del dafio.

2. Utilizacion por el SRE como opsonina para el aclaramiento de particulas extrafias, de los productos de la
coagulacién intravascular y restos de colageno.

3. Degradaci6n de las moléculas circulantes por enzimas proteocliticos secretados durante el estado séptico.

4. Disminucién de la sintesis.

BASES PARA LA RESTAURACION

1. Reparacidn de heridas con la consiguiente disminucién en el consumo de Fn.

2. Descenso en la coagulacion intravascular y la agregacién plaquetaria debido a la disminucién de particulas
fagocitables.

3. Mejora de la perfusion de los tejidos que produce una reduccidn de la isquernia y descenso en la liberacién de
enzimas proteoliticos.

4. Aumento en [a sintesis y/o desprendimiento de la Fn celular de los fibroblastos ¥ paso al plasma a través de los
vasos linfaticos, una vez modificada a la forma de Fn plasmaética.

5. Aumento en la sintesis y/o desprendimiento de la Fn de las células del endotelio vascular, pasando directamente al
plasma habiendola modificado previamente.

6. Reutilizacién de Fn previamente unida o consumida.

7. Aumento en la sintesis y/o desprendimiento de la Fn soluble de ciertas fuentes especializadas como el RES o los

macréofagos.

3.3.2. INTERACCIONES DE LA Frn CON MICROORGANISMOS PATOGENOS

Se ha puesto de manifiesto que la Fn se une especificamente a multitud de

microorganismos grampositivos mediante receptores existentes en las bacterias” "% y que el

numero de estos receptores se correlaciona directamente con la invasividad clinica relativa de los
aislamientos (p.ej., S.aureus (3))“49). Segin estos estudioes, la media de receptores por bacteria en
los aislamientos que habian producido infecciones en tejidos profundos fue de 13.000, sin
embargo, en los aislamientos de cepas comensales el nimero de receptores fue de unos 3.500 por

bacteria " .
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La Fn se adhiere a todas las cepas de S pyogenes proteina M negativos!*>1*2 14

también se une a los estreptococos de los grupos A, C y G y a algunas cepas de estreptococos
orales; las cepas mas representativas de los grupos B, D, M, N, P y U no parecen unir cantidades
importantes de Fn'**'*® | Empleando 15 cepas de S.mufans serotipos a-f, Imai ef al*®
encontraron que todas las cepas se unian a Fn. Las cepas mas importantes, en cuanto a
aislamientos clinicos se refiere, de S.sanguis si se unian a Fn, mientras que S.mitior, Smilleri y
E faecalis parecian tener baja afinidad por la molécula.

La Fn ademas puede unirse a la envoltura glicoprotéica de los virus'™? ; a Treponema

pallidum y a parasitos como Trypanosoma cruzi™® y especies de Leishmania™® .

También se ha demostrado la union de Fn a distintas especies de Candida, tanto mas
cuanto mayor poder de patogenicidad poseen(lss’] )
En algunos trabajos se¢ ha observado que la Fn puede unirse a microorganismos

(160,161)

gramnegativos , aunque en otros estudios se ha visto que, en general, los bacilos

gramnegattvos tienen menor apetencia por las superficies enriquecidas con Fn162-169)

Este diferente comportamiento puede deberse a que estos experimentos in vitro se
realizan en condiciones virtualmente diferentes a las encontradas en organismos vivos, tratando
las células con concentrados de Fn que provocan desequilibrios en cuanto a la saturacién de
determinados receptores cruciales en la adhesién de algunas bacterias, trabajando a pH

inadecuados..., etc.

Se ha especulado mucho sobre el importante papel modulador que ejerce la Fn a la hora

(160,162,164,165)

de determinar la ecologia de la cavidad orofaringea y en la colonizacion diferencial

de tejidos por las bacterias como ocurre en las endocarditis, donde habitualmente los organismos
responsables suelen ser aquellos que muestran mayor afinidad por esta protefna’’®® .

Woods comprobd que sometiendo las células a tratamientos proteoliticos con tripsina,
que elimina la Fn celular, se favorecia la adhesion de microorganismos gramnegativos como
P aeruginosa(m(’) . Igualmente, constatd que existia una correlacién absoluta entre el aumento en
la adhesion de P.aeruginosa a la superficie celular, el descenso de la concentracién de Fn sobre

la superficie de las células extraidas de la cavidad bucal y el incremento en la concentracién de

proteasas en las secreciones de pacientes colonizados con este microorganismo'%16%) |
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Se ha demostrado que concentraciones subinhibitorias de antibidticos alteran las

(167,168) Lot se ha interpretado por distintos

propiedades de la superficie de algunas bacterias
investigadores como una posible interferencia en la adherencia de algunas bacterias con poder
patogénico a tejidos de huéspedes susceptibles de ser infectados, incluyendo la adhesion de cepas

de E coli a células epiteliales del tracto urinario y digestivo.

3.4. CONCENTRACION PLASMATICA DE Fn

3.4.1. NIVELES DE Fn EN SUJETOS SANOS

1169 por Stathakis et al en sujetos sanos, la

Segin un estudio realizado en 198
concentracion plasmdtica de Fn guarda relacion con la edad y el sexo. Observaron que en las
mujeres los valores plasmaticos van elevandose con la edad y son inferiores a los de los varones
hasta la edad postmenopausica en la que no existe diferencia en funciéon del sexo. En los
hombres, la méxima concentracion plasmatica de Fn se alcanza entre la tercera y cuarta década

de la vida y se mantiene en niveles similares después de esta edad. (ver Tabla 4)

Tabla 4. Concentracién de Fn en funcion de 1a edad y el sexo™ ™,

GRUPOS DE EDAD
i 21-30 afios 31-50 afios 31-80 afios
N° |FIBRONECTINA | N° |FIBRONECTINA | N° | FIBRONECTINA
(ug/mL) | (Hg/mL) pgml)
HOMBRES | 21 1300.1£61.9 25_|366.5£70.2 15 [3496£586
MUJERES | 19 1267.1 £67.6 26 |316.8+804 —1 15 1360.0 +91.0
TOTALES [ 40 |2844+61.1 31 §340.1£79.2 30 135484753

VALORES DEL r-test ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS
Todos los sujetos 21-30 afios v todos los sujetos 31-50 afios: = 3.79 (p < 0.01)

Hombres 21-30 afios v hombres 31-50 afios: r=3.40 (p <0.01)
Mujeres 21-30 afios v mujeres 31-50 afios: t =2.24 (p < 0.05)
Hombres 31-50 afios v mujeres 31-50 afios: 1 =2.34 (p <0.05)
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3.4.2. Fn PLASMATICA EN DISTINTOS PROCESOS PATOLOGICOS

Stathakis también estudié los niveles de Fn medidos en distintos procesos

atologicos!®”. Asi, en enfermos con cancer, los niveles de Fn plasmatica no difieren de los
p g

sanos, aunque en el 20% de los casos los valores obtenidos individualmente son supra o
infranormales. Esto puede indicar que entre los enfermos con cancer existen subgrupos con
niveles de Fn anormalmente elevados o disminuidos. Segin su estudio, el lugar de origen del
cancer no influye en la concentracién de Fn plasmatica, al menos en los carcinomas de pulmén,
estomago, higado, pancreas y ovarios. Sin embargo, los niveles de Fn si estan relacionados con

algunas complicaciones de esta enfermedad como ictericia obstructiva, criofibrinogenemia y

metastasis hepaticas.

Tabla 5. Niveles de fn en distintos estados patolégicos’*”.

NUMERO EDAD FIBRONECTINA
GRUPO (afios) (ng/mL)
Crijofibrinogenemia 11 558+ 11.5 282.2 +110.2°
Distintos tipos de cancer
con metastasis hepiticas 10 62.6 £ 10.0 259.8 +79.9'
Pacientes con ictericia
obstructiva secundaria a 9 58.7+11.7 444.6 + 81.6°
carcinoma pancreatico
Infeccién grave o sepsis 24 52.7+12.6 284.4 +183.6"
Cirrosis biliar primaria 5 454479 630.8 + 136.0"
Sindrome nefrético 10 4244136 443.0 £ 127.0"

"Pacientes (-) versus pacientes (+): ¢ =2.12 (p<0.05)

"Pacientes versus controles : 1 = 3.28 (p < 0.01)
*Pacientes versus controles : £ = 3.98 (p < 0.001)
"Pacientes versus controles : = 1.4 (p > 0.05)
“Pacientes versus controles : £ = 4.7 {p<0.001)
MPacientes versus controles : ¢ = 2.5 (p <0.05)

53




INTRODUCCION

En pacientes con criofibrinogenemia detectd niveles ligeramente inferiores, que podrian
estar justificados por el catabolismo de las proteinas secundario a la formacién de fibrina
intravascular. Este mecanismo también explicatia la impoi'tante disminucién en la concentracion
plasmatica de Fn que encontré en los casos con CID.

En los casos con ictericia obstructiva debida a carcinomas pancredticos se detectaron
niveles ligeramente aumentados, y muy altos en los casos de cirrosis biliar primaria.

También la concentracion plasmatica de Fn aumenta ligeramente en el sindrome
nefrotico.

Sin embargo, a diferencia de lo observado en la mayoria de estudios, Stathakis no detectd
disminucién en los niveles de Fn en casos de sepsis (ver Tabla 5)

En un trabajo realizado por Liena Puy!"*"

en pacientes afectos de distintas hepafopatias
(cirrosis, hepatitis cronica activa, hepatitis aguda) hallé un descenso de la Fn plasmatica en
aquellos pacientes que tenian mas gravemente afectada la funcion hepatocelular, sin distinguir la
etiologia del proceso. En pacientes con colestasis™*" detectd cierta tendencia a elevarse los
niveles plasmaticos de Fn, sin llegar a diferenciarse estadisticamente de los controles sanos.
Forkman et al''’” observaron niveles muy altos de Fn plasmética en pacientes con
colestasis recurrente del embarazo. Esto parece indicar que el aumento de la concentracion de Fn
es la caracteristica comtin en la colestasis, independientemente de su etiologia. Esta elevacion
puede ser debida probablemente a un defecto en la eliminacion de la misma (acumulacion
retrograda) y en segundo lugar, por un aumento en la sintesis por el estrés a que esta sometido el
hepatocito™*V.
La concentracion en el plasma es ligeramente superior a la del suero, debido a que la Fn

se incorpora en la matriz de fibrina gracias a la mediacién del FXIII o factor estabilizador de la

fibrina.
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OBJETIVOS

Dada la importante repercusion que tienen en muestros dias los procesos sépticos, se
hace imprescindible el empleo de todo tipo de herramientas que nos faciliten el diagndstico
precoz y especifico de esta enfermedad para, de este modo, poder instaurar el tratamiento

antibidtico inmediatamente y conseguir la curacién del enfermo.
En nuestro estudio nos planteamos tres objetivos:

1. Evaluar la aplicacion practica de la concentracion plasmética de Fn como marcador
temprano en el diagndstico y prondstico de enfermos sépticos, ayudando al médico en las fases

precoces de la enfermedad, cuando los sintomas son dudosos ¢ inespecificos.

2. Valorar la utilidad como criterio de etiopatogenicidad, observando si su
comportamiento difiere en funcidn de los resultados obtenidos en los cultivos

microbiologicos.

3. Observar la evolucién en el tiempo de los niveles de Fn plasmatica en los pacientes
sépticos, hasta que fallecen o se considere que han remontado la enfermedad; constatando si
existe correlacién estadistica entre el estado clinico y la concentracion de Fn obtenida. Para la
evaluacion del estado clinico de los enfermos emplearemos un sistema de valoracion clinica o

score.
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MATERIAL Y METODOS

Se disefio un estudio de Casos y Controles que consistid en muestras no apareadas con
triple control.

La captacion de los casos y de los controles se llevo a cabo en el Hospital General de
Segovia y la duracion fue de seis meses (Febrero-Agosto 1995).

Las determinaciones de concentracion de Fn plasmatica se realizaron en el Departamento

de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense de Madrid.

1. SELECCION DE LOS GRUPOS CONTROLES

Se seleccionaron tres cohortes de controles.

1.1. CONTROLES VOLUNTARIOS SANOS

Constituido por trabajadores voluntarios sanos del Hospital General de Segovia.

1.2. CONTROLES DE PATOLOGIA VARIADA (CPV)

Grupo formado por un grupe de pacientes hospitalizados con diferentes patologias de
etiologia no infecciosa como infarto agudo de miocardio, insuficiencia respiratoria,

carcinomas...etc.

1.3. CONTROLES “FIEBRES AISLADAS” O CASOS ELIMINADOS

Este grupo lo integran pacientes ingresados durante el periodo de estudio a los que, a
peticién de su médico, se les extrajo hemocultivos. Posteriormente se constaté que no cumplian
los criterios de inclusion requeridos (signos de SRIS y/o etiologia infecciosa) por lo que fueron
descartados como casos y pasaron a formar el grupo que denominamos “fiebres aisladas” ya que

éste era el unico sintoma que presentaban la mayoria de ellos.
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2. SELECCION DE LOS CASOS

Se selecciond un grupo de individuos con sospecha clinica de Sepsis segun los criterios

recomendados por la ACCP/SCCM.

2.1. CRITERIOS DE INCLUSION DE LOS CASOS

Este grupo esta constituido por pacientes en los cuales se sospecha un proceso séptico, en
cualquiera de sus posibles estadios de gravedad: Sepsis Leve, Sepsis Severa, Shock Séptico o
Fallo Multi-Organico’.

Atendiendo a los criterios propuestos por la ACCP/SCCM, se diafr2)(r3)[F4]gnostica

Sepsis Leve ante un cuadro de SRIS de probable origen infeccioso.

El SRIS se evidencia cuando en un paciente se dan dos o mas de los siguientes signos:

a) Temperatura corporal superior a 38°C.

b) “ inferior a 36°C.

¢) Frecuencia Cardiaca mayor de 90 latidos/minuto.

d) Frecuencia Respiratoria superior a 20 respiraciones/minuto.
e) Recuento de Leucocitos superior a 12.000 células/mm?.

f) “ %« inferior a 4.000 células/mm’.

g} En la férmula leucocitaria, mas del 10% de neutrdfilos inmaduros (cayados)

El siguiente grupo, en cuanto a gravedad se refiere, es el de los casos diagnosticados de

Sepsis Severa, que se define como la sepsis asociada a una o més de las tres situaciones

siguientes:

* Los pacientes diagnosticados de Sepsis Severa y de Shock séptico se uniran en un sélo grupo,

debido al escaso numero y a la dificultad que entrafia distinguirlos clinicamente.
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a) Fallo de un érgano (ver Anexo 1)
b) Hipoperfusion, que puede reflejarse en forma de
b.1) Acidosis lactica,
b.2) Oliguria, 0
b.3) Alteracion aguda del estado mental.
¢) Hipotension inducida por la sepsis, que se diagnostica ante la presencia de
c.1) Tension sistélica TS menor de 90 mm Hg, o
¢.2) Reduccion de la TS de 40 mm Hg desde la basal, en ausencia de otras
causas capaces de producir hipotension (ej. shock cardiogénico)
El siguiente estadio de gravedad es el denominado Shock Séptico que equivale a la
Sepsis Severa que cursa ademés con hipotension persistente a pesar de restaurar fluidos,
acompafiada de signos de hipoperfusion o fracaso de algin érgano. En determinados casos, el
tratamiento con inotropos y vasopresores puede enmascarar la hipotensidn, lo cual dificulta el
diagnostico.
En el extremo de gravedad del proceso séptico se encuentra el Fallo Multi Organico
(FMO); se diagnostica FMO cuando se produce la disfuncion o fallo de dos o mas organos (ver
Anexo 1).

3. TIEMPOS DE MUESTREO

3.1. EXTRACCIONES DE Fn EN LOS CONTROLES

3.1.1. Controles Sanos: una Ninica extraccion.

3.1.2. Controles De Patologia Variada: dos extracciones de Fn separadas en el

tiempo de 4 a 5 dias.

3.1.3. Fiebres Aisladas o Casos Eliminados: una tnica medicion (la que

acompafia a la solicitud de hemocultivo).

60



MATERIAL Y METODOS

3.2. EXTRACCIONES DE Fn EN LOS CASOS

Se realizé un muestreo de extracciones seriadas. La primera toma en el momento de la
sospecha clinica de sepsis (a la vez que el hemocultivo), la segunda a los dos dias vy,
posteriormente, el resto de las mediciones se realizaron cada 4 dias aproximadamente, hasta que
se considerd que el proceso séptico habia remitido, o el paciente fallecia. Aquellos casos en los

que el cuadro se resolvia antes de la segunda extraccion, fueron rechazados.

4. TECNICA ANALITICA DE MEDICION DEL
INDICADOR

4.1. PRINCIPI1O DEL METODO

La cuantificacion de la Fn se lleva a cabo mediante un método nefelométrico.

La Fn contenida en el suero humano forma con anticuerpos especificos, por medio de
una reaccién inmunoquimica, inmunocomplejos los cuales pueden dispersar un rayo de luz
incidente. La intensidad de la luz dispersada es proporcional a la concentracion de proteina en la
muestra.

La valoracion se hace comparando con un estandar de concentracion conocida.

4.2. REACTIVOS

El N Antisuero contra la Fn es un suero liquido de origen animal, producido mediante
inmunizacién de conejos con Fn humana de alta pureza. Los componentes labiles del antisuero
se retiran utilizando un proceso especial de estabilizacién. Las impurezas microbiolégicas se
excluyen por filtracion estéril y por la adiciéon de azida de sodio (<lg/L) como medio de

conservacion.
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El antisuero especifico, purificado mediante inmunoadsorcion de fase solida, después de
someterse a pruebas especiales, se ajusta de tal forma que se obtenga una Optima capacidad al
usarse en el nefeldometro Behring.

El titulo del anticuerpo (T) se obtiene por inmunodifusiéon radial y viene dado en la
etiqueta. Este valor indica cuantos miligramos del antigeno por mililitro del antisuero se pueden

precipitar en un gel de agarosa.

4.3. MATERIAL A INVESTIGAR

Muestras de plasma heparinizado.
Las muestras altamente lipémicas 0 muestras que presenten turbidez después de la

descongelacién fueron aclaradas por centrifugacion (10 minutos a 15 000 x g) antes de ser

ensayadas.

4.4. INSTRUMENTACION

Nefelometro N100 de Behring.

5. DESCRIPCION DEL SCORE

En nuestro estudio, para evaluar de la manera mas objetiva posible la evolucién clinica
diaria de los pacientes, nos servimos de un sistema de score que calculamos diariamente en todos
los pacientes.

Disefiamos un sistema de score propio, usando como referencia el APACHE Il y SAPS

I que exponemos a continuacion:
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MATERIAL Y METODOS

I.as variables Frecuencia cardiaca, Sodio, Creatinina (con o sin Fracaso Renal Agudo),
Glucosa, Albvmina, Bilirrubina, BUN y pH/pCO; corresponden a la escala APACHE III. La
Presion Sistélica y el Potasio al sistema SAPS 1. No se valoré la Situacion Neurologica diaria

Dado que nuestro objetivo no era calcular un indice de riesgo de mortalidad, sino
Unicamente observar en cada individuo la modificacién en su situacion clinica de un dia para
otro, y compararla con los niveles de Fn medidos, no tuvimos en cuenta otras variables como son
la edad, enfermedad de base o tipo de admisién (médica, quirtirgica) que son constantes para
cada individuo.

Por otro lado, el hecho de que los pacientes fueran adultos ingresados en Servicios
diferentes, con distinta gravedad y manejos muy dispares, hizo que no se dispusiera de todas las
variables diariamente en todos los casos sometidos a estudio. Los pacientes més graves,
ingresados en el Servicio de UCI, fueron los mas completos puesto que se les realizaban
practicamente a diario analisis bioquimicos, hemograma, medida de la diuresis...etc; sin
embargo, a los pacientes ingresados en servicios como Medicina Interna, Urologia, Cirugia...etc
que, en general, revestian menor gravedad, se les hacian analiticas cada S o 7 dias. Por este
motivo no se utilizaron todas las variables en todos los pacientes, sino que en cada caso, se
escogian las variables de que disponiamos durante el periodo de estudio.

Junto con el Servicio de UCI de nuestro Hospital, modificamos las escalas de algunas de
las variables y dotamos de mayor potencia a las variables Hipertermia, Leucocitosis, y Oliguria
para aumentar la sensibilidad a la hora de estimar la evolucion clinica diaria en cada paciente; asi
por ejemplo, segin el APACHE III, se adjudica cero puntos al intervalo de temperatura que va
de 36 a 39'9°C, y también cero puntos al intervalo de leucocitos/mm® que va desde 3.000 hasta
19.900. Establecimos una serie de intervalos intermedios con puntuacion creciente, de tal forma
que, por ejemplo, al intervalo que va de 39 a 39°9 °C de temperatura le dimos una puntuacion de

13 y al intervalo que va de 18.000 a 19.900 leucocitos/mm?’, le asignamos 12 puntos.
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Comparaciones en las puntuaciones recomendadas por el APACHE (izquierda) y nuestro Score (derecha).
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6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS

»

6.1. PUNTOS DE CORTE O DISCRIMINATORIOS

Buscaremos dos puntos de corte que consisten en valores de concentracién de Fn
plasmatica que, con la mayor sensibilidad y especificidad posibles, sean capaces de
discriminar entre diferentes grupos de individuos.

Uno de los puntos de corte tendra capacidad para diferenciar los pacientes Sépticos

—{Casos— respecto al resto de Controles —Controles Sanos y de Patologias Variadas—; y el

65



MATERIAL Y METODOS

segundo punto de corte podra distinguir a los sujetos Sanos de los que padecen alguna
enfermedad (Sepsis o cualquier otro tipo) —Casos y Controles de Patologia Variada —.

Para ello calcularemos y representaremos graficamente la Sensibilidad y la
Especificidad en varios niveles diferentes de concentracién plasmética de Fn y escogeremos
como valor umbral los que consideremos méas convenientes.

Otra forma de representar la evolucién de los valores de sensibilidad y especificidad
segun el punto de corte, es mediante una curva ROC (“Receiver Operating Characteristic”),
denominada en el contexto clinico Curva de Rendimiento Diagnéstico (“Performance
Characteristic Curve”). Estos graficos y el calculo del area bajo la curva los encontraremos en

el Anexo 3.

6.2. PRUEBAS ESTADISTICAS APLICADAS

El tratamiento estadistico a que fueron sometidos los resultados, consta de las siguientes
pruebas:

1. Prueba t de Student para Grupos Independientes que nos permite valorar si los grupos
de casos y controles se distribuyen homogéneamente en cuanto a la edad y el sexo.

2. Prueba t de Student para Datos Apareados para observar si existe diferencia entre las
dos tomas practicadas a los Controles de Patologia Variada.

3. Estudio de Contrastes A Priori. Es un método que se utiliza cuando un investigador
disefia un experimento y desea verificar su hipétesis nula. Estos contrastes se plantean
independientemente del resultado obtenido en la experiencia y corresponden a una actitud
confirmatoria de una hipotesis previa.

En nuestro estudio lo emplearemos para confirmar, por un lado, la hipotesis nula de la
que partimos “que los niveles de Fn detectados en la primera extraccion en el grupo constituido
por los Casos es diferente —menor— a la concentracion de Fn medida en los grupos Controles”
¥, por otro lado, para confirmar la hipétesis de “que la primera extraccion practicada a los Casos
que superaron el proceso infeccioso difiere, en cuanto a concentracion pilasmatica de Fn medida

se refiere, de la segunda y de la Gltima extracciones realizadas a estos Casos”.
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4. Estudio de Conirastes A Posteriori mediante la prueba de Comparaciones Miltiples
De Bonferroni. Esta prueba se basa en la ¢ de Student-Fisher, con una proteccién contra el
incremento de la probabilidad de error mediante la sustitucion del riesgo o por un umbral de

significacion o * més bajo cuyo valor se calcula con la siguiente formula.

5. Por ultimo, planteamos un estudio de correlacion entre los niveles de Fn de los
pacientes vy su puntuacion en el Score correspondiente a ese dia. Para ello previamente
codificaremos las dos variables en distintos intervalos.

5.1. Mediante la prueba de Mantel-Haenszel observaremos st existe correlacién
con Tendencia Lineal entre ambas variables.

5.2. A través de un estudio de Regresidn Logistica calcularemos el Coeficiente de
Correlacién “1”, que es un indicador del grado de asociacién lineal entre las dos variables. El
coeficiente de correlacion oscila entre -1 (asociacidn lineal perfecta negativa) y +1 (asociacion
lineal perfecta positiva). Un valor nulo indica ausencia de asociacion lineal entre las variables.

5.3. También calcularemos la Pendiente y 1a Ordenada en el origen de la ecuacion

de ia recta.

67



IV. RESULTADOS



RESULTADOS

1. DESCRIPCION Y RESULTADOS EN LOS
CONTROLES

1.1. CONTROLES SANOS

Se obtuvo un grupo de 22 controles voluntarios sanos entre los trabajadores del
Hospital (9 hombres y 13 mujeres).

La media de edad de este grupo fue de 32.1 afios (DE=4.59). Distinguiendo por sexos,
en los hombres fue de 33.7 afios (DE=3.4) y en las mujeres de 31 afios (DE=5.1). Aplicando la
prueba estadistica t de Student no se detectd diferencia significativa en cuanto a la edad entre

los dos sexos (p=0.186).

Tabla 6. Resultados en los Controles Sanos. F:
Femenino; M: Masculine. Fn: Fibronectina.
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La media de Fn plasmatica del grupo de controles sanos fue de 260.59 pg/mL
(DE=70.79). La concentracién media de Fn fue muy similar en las mujeres y en los hombres:
258.00 pg/mL (DE=59.53) y 264.33 pg/mL (DE=88.38) respectivamente. Mediante la prueba
t de Student constatamos que no existe diferencia estadisticamente significativa entre sexos

(p=0.842).

1.2. CONTROLES DE PATOLOGIA VARJADA (CPV)

Conseguimos 22 individuos como Controles de Patologia Variada (12 hombres y 10
mujeres). Se trata de pacientes ingresados en el Servicio de Medicina Interna con diferentes
patologias como infarto agudo de miocardio, insuficiencia cardiaca, hemorragia digestiva alta,
accidente cerebro-vascular agudo, insuficiencia respiratoria, pancreatitis, etc; todos ellos de
etiologia no infecciosa. La media de edad en los hombres fue de 56.8 afios (DE=22.3) y en las
mujeres de 63.2 afios (19.8). No se detect¢ diferencia significativa, en cuanto a la edad se
refiere, en funcién del sexo (p=0.491).

A este grupo de controles se les extrajo dos muestras de Fn espaciadas en el tiempo de
4 a 5 dias.

La media en la concentracién plasmatica de Fn en la primera extraccién fue de 180.9
pug/mL (DS=67.36). En funcion del sexo, los resultados obtenidos en la primera extraccién
fueron de 190.4 pg/mL (DE=71.13) en los hombres, y de 169.5 ug/ml. (DE=64.32) en las
mujeres. Aplicando la prueba t de student para grupos independientes no se detecté diferencia
significativa entre sexos (p=0.482).

En Ia segunda extraccion realizada unos dias después, la media en las concentraciones
de Fn halladas fue de 198.77 pg/mL (DE=81.97). En los hombres la media fue de 195.83
pg/mL (DE 91.8), y en las mujeres de 202.3 pg/mL (DE=73.16). Tampoco aqui se detectd
diferencia significativa en funcién del sexo (p=0.859).

Por tdltimo, puesto que las dos tomas pertenecian al mismo individuo, aplicamos la
prueba t de Student para datos apareados a las variables primera y segunda extraccion de Fn.

No se detecté diferencia estadisticamente significativa entre las dos toma de Fn (p=0.111).
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Tabla 7.Descripcién de los Controles de Patologia Variada. F: Femenino; M= Masculino; IAM: Infarto agudo de miocardio; IRC:
Insuficiencia renal cronica; DMID: Diabetes mellitus insulino dependiente; HTA: Hipertension arterial; EPOC: Enfermedad
pulmonar obstructiva crénica; FA: Fibrilacion auricular; LLC: Leucemia linfocitica crénica; HDA: Hemorragia digestiva alta.

Derrame pleural recidivante de etiologia incierta

[IAM + IRC + DMID + HTA
[ICC + Alteracién de enzimas hepéticos

Insuficiencia Respiratoria

[EPOC + Prostatismo
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RESULTADOS

1.3 CONTROLES “FIEBRES AISLADAS”(casos eliminados por no

cumplir criterios de sepsis)

De las 113 primeras extracciones de Fn que recibimos como probables casos, tan solo
43 pacientes cumplian los criterios de sepsis recomendados por la ACCP/SCCM, los 70
pacientes restantes formaron el grupo denominado “fiebres aisladas™ (porque en la mayoria de |
los casos era el Gnico signo que justificaba la extraccion del hemocultivo).

Dentro del grupo de fiebres aisladas, en 55 hemocultivos no se aislé ningin germen, 5
casos fueron informados por el laboratorio de Microbiologia como contaminados y en 10
pacientes se aislaron diferentes microorganismos en los hemocultivos o en otras muestras
relacionadas.

En este grupo de controles la media total de niveles de Fn en los que tuvieron cultivos
negativos o contaminados fue de 218.17 ug/mL (DE=97.79). Diferenciando segun el sexo, la
de los hombres (n=40) fue de 207.9 pg/mL (DE=99.03) y la de las mujeres (n=20) de 238.7
ug/ml. (DE=94.32). Aplicando la prueba t de Student para grupos independientes se
demuestra que no existe diferencia significativa en funcién del sexo en este grupo (p=0.254).

La media de Fn en los pacientes con cultivos positivos (n=10) resulté muy inferior a la
del grupo anterior: 140.9 pg/mL (DE=67.59). Debido al pequefio tamafio de la muestra no
analizamos los resultados en funcion del sexo.

Realizando una comparacion de medias mediante la prueba t de Student para grupos
independientes, se demostré la existencia de diferencia estadisticamente significativa al
comparar los niveles de Fn entre el grupo de pacientes con cultivo positivo y el constituido por

pacientes eliminados con cultivos negativos o contaminados (p=0.019).
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Tabla 8. Descripcion del grupo "'Fiebres Aisladas’ con Cultivos Negativos y Contaminados. F: Femenino; M: Masculino; He: Hemocultivo; Neg:Negativo.

Rzt

|1 He: Conta
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|2 Hc: Neg; BiIis;{S{g?gz’ella preumoniae + Escherichia coli; Orina: Escherichia coli

1 Hc:Bacteroides ovatus;2 Hc: acterondes.tethawta

1? }{c: Stapin, ibcoccus epidermidis; 2 He: Neg; Bilis: Staph Iocozcus epidermidis )

‘Hc: Neg; Orina: Escherichia coli; Exudado Uretral: Escherichia coli

PR

2 Hc: Contaminados + 1 He: Neg; Orina-Loguios: Stretococs agalactine

gativo.
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RESULTADOS

2. RESULTADOS EN LOS CASOS

Los criterios de inclusiéon que debian cumplir los individuos susceptibles de formar
parte del grupo de Casos estdn descritos en el capitulo de Material y Métodos y consisten en
tener la sospecha bien fundada de que el agente causante del SRIS es un microorganismo
infeccioso. Como ya se explico, se diagnostica un SRIS cuando se dan dos o mas de los
siguientes signos:

a) Temperatura corporal superior a 38°C.

b) «“ inferior a 36°C.

¢) Frecuencia cardiaca mayor de 90 latidos/minuto.

d) Frecuencia respiratoria superior a 20 respiraciones/minuto.
¢) Recuento de leucocitos superior a 12.000 células/mm’ .

) o “ inferior a 4.000 células/mm’ .

g) En la formula leucocitaria, mas del 10% de neutréfilos inmaduros (cayados).

En la tabla 10 vemos los criterios que cumplian cada uno de los casos que resumimos a
continuacion:

- E1 37% de los casos (16 pacientes) debutan con dos de los signos que definen el SRIS.

- E1 42% (18 pacientes) con tres sintomas.

- El 16% (7 pacientes) con cuatro signos

- Y tan sdlo el 5% (2 pacientes) con cinco sintomas.

Como podemos observar en la tabla, la fiebre es el signo que aparece con mayor
frecuencia, en el 93% de los casos (40 pacientes). Otros signos importantes son la leucocitosis y
la taquicardia que se detectan en el 67 y 65% (29 y 28 pacientes) de los casos respectivamente.
La hipotermia de comienzo tan sélo la detectamos en un paciente aunque, en algin caso,
partiendo de fiebre o normotermia, al empeorar el estado clinico, entraron en rango de
hipotermia. Respecto a la neutropenia tenemos que decir que cuatro de los siete pacientes en los
que se detectd correspondian a individuos con neutropenta inducida por la administraccion de
tratamientos antineoplasicos, fundamentalmente en pacientes con enfermedades hematoldgicas

malignas.
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Tabla 10. Criterios de
SRIS cumplidos por los
Casos.

Ne A BT T D

m
|

F' G

-

© DN A WN
Mo o M

»
o B O

x2

o
b 3 I

>
»
= D¢ M M

P 332 B B B BB X X X P D M B M 3 D X

42238888 YeRRNRERERNY

X1

Xl LR
X X x?

XL X PXEX] K
X X )4

X1y XY o
X X
x x| x
X X
X[oxlfx] )

! A) Temperatura corporal superior a 38°C, B)Tamperatura inferior a 36°C; C) Frecuendia Cardiaca mayor de 90 latidos'minuto; 1) Freuencia Respiratovia
superior a 20 respiracioncs/trimio; ££) Rocuento de Lewcocitos superior a 12.000 odlulasimm’ ; F) Rocuciito de Leucocitos inferior & 4.000 odfulasimm’ ; G)
En la formula leucocitaria, més del 10% de neutrdiilos ismaduros (cayados).

* Paciontes con neutropenia inducida por firmacos antincoplésicos.
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2.1. DESCRIPCION GENERAL DE LOS CASOS

Durante el periodo que durd el estudio se recibieron 113 hemocultivos acompaifiados
de su correspondiente toma primera de Fn. De todos ellos, sélo 43 pacientes (38.1%) cumplian
criterios de SRIS con sospecha de probable origen infeccioso, el 67% de los casos eran
hombres y el 33% mujeres.

Las edades de los casos oscilaron entre 21 y 93 afios con medias de 62,93 afios en los
hombres y 72,21 afios en las mujeres. No se detectd diferencia significativa en la edad en
funcidn del sexo (p=0.19).

A continuacién realizaremos una descripcion de los casos en funcién del Servicio al

que pertenecian, la presencia de enfermedad de base... etc.

2.1.2. Servicio de Hospitalizacion

El Servicio de Medicina Interna aportd el 32% de los casos {13 pacientes), en segundo
lugar la U.C.I. con el 21% (8 pacientes), en tercer lugar el Servicio de Hematologia con el
18% (7 pacientes), después Cirugia con el 15% (6 pacientes), el siguiente es Urologia con el
8% (3 pacientes) y por ultimo Traumatologia y Nefrologia con el 3% cada uno de ellos (1

paciente).

2.1.2. Enfermedad de base

Conseguimos la Historia Clinica de 40 casos. El 58% de ellos (23 pacientes) tenian
enfermedades de base como Neoplasias, Leucemias, Enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, Diabetes mellitus insulino dependiente, Insuficiencia renal cronica, etc. (17 hombres y
6 mujeres) y el 43% restante (17 pacientes) eran casos sin patologia de base (10 hombres y 7

mujeres).
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Tabla 11. Descripcién del grupo de Casos Totales. F: Femenino; M: Masculino; A: Alta; E: Exitus. Otras referencias en Abreviaturas.

shon I'n GIERMININHNC GIRAMEN ORIGEN DIAGNOSTICO ENEBASE GRADO FVYOLU SERVICTO

NP eNECT L (MUTSTRA) PROBABILI CION

1[{F (8] 80 |Ecoli TGL Colecistitis S.severa A |CIRUGIA
2| F78 80 FOD FOD LMMC S.Leve A HEMATOQO
3i{MI37] 101 U Prostatitis S.Leve A UROCLOG
Ki.pneumoniae
aiM;64 80 (LIQUIDO PLEURAL) RESP Neumonia S.Leve A MINTER
S.neumoniae
5 |M|51] 80 |Micrococcusspp.  |[(ESPUTO) A
6 1 M|(72 106  |S.aureus TGI Fistula Intestinal MOF E CIRUGIA
7 IM|55] 144 |Koxitoca A
= Aspergillus spp.
8 | M|82 80 (ESPUTQ) RESP Neumonia MOF E M.INTER
Absceso intra-
9 |M|72| 105 |S.epidermidis TGI . abdominal Pancreatitis|S.severa A |CIRUGIA
10| F |60 102 S.epidermidis ITU LNH S.Leve A HEMATO
11|M 58| 104 |S.epidermidis RESP Neumonia LANL S.Leve A |HEMATO
121 F 175 116 RESP Neumonia IRC S.Leve A NEFROL
13|M 49 80  |S.agulactiae Ity A
Cancer
14: M| 70 345 |E.coli ITU Préstata MOF A M.INTER
S.neumoniae _
15{MI1740 111  [+S,morbillorum RESP Neumonia LANL S.severa A [HEMATO
H.influenzae Cancer
16| M |64 133 (LIQUIDO PLEURAL) RESP Neumonia Pulmén S.Leve A M.INTER

SOavLINSd
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35| Mi76 80 RESP Neumonia MM S.Leve A HEMATO
36| M|74] 108 FOCD LLC S.Leve A |[HEMATO
37| M 63| 376 |E.coli TGI Enclismo {MOF E ucCl
E.cloacae
38 M 931 108  |Micrococcus spp. (BILIS) TGI Colecistitis S.severa A |CIRUGIA
39 F |83t 118 VIAS Flebitis Politrauma |S.Leve A |TRAUMA
40{M|57; 80 FOD S.Leve A |HEMATO
41| F |70 97 ITU Sepsis S.severa A UROLOG
Postoperado de [Neo de
42| M|61] 80 FOD Neo de Sigma  [Sigma S.Leve A [MINTER
Cancer
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2.1.3. Estadio de gravedad

En cuanto al estadio de gravedad, el 38% (15 pacientes) fueron diagnosticados de
Sepsis Leve, el 41% (16 pacientes) de Sepsis Severa y el 21% de los casos (8 pacientes) de
Fallo Multi Organico.

2.1.4, Resultado final

De los 43 casos totales, el 86% (37 pacientes) fueron dados de alta y el 14% (6

pacientes) fallecieron.

2.1.5. Focos probables de infeccion

En los 40 casos que conseguimos la Historia Clinica, los focos de infeccién probable
mas frecuentes fueron el Tracto Gastro-Intestinal con el 30% (12 pacientes) con diagnésticos
de Colecistitis, Abscesos Intraabdominales, etc.; el Tracto Respiratorio, con el 30% de los

casos (12 pacientes) con el diagnéstico principal de Neumonia; el Tracto Urinario en el 18%

de los casos (7 pacientes); y Fiebre de Origen Desconocido con el 13% (5 pacientes).

2.2. RESULTADOS DE LOS CULTIVOS

Dentro de los casos, el 63% (27 pacientes) cursaron con cultivos positivos, y el 37%

restante (16 pacientes) con cultivos negativos.
2.2.1. Resultados en los cultivos en funcion del sexo
Es llamativa la diferencia que existe entre hombres y mujeres en cuanto al rendimiento

diagnéstico de los cultivos. Fue mucho mds frecuente el aislamiento de microorganismos en

los cultivos realizados en los hombres que en las mujeres. De los 28 hombres que formaron
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parte del estudio, en 21 casos se aisl6 algin microorganismo en los cultivos realizados; sin

embargo tan sélo en 6 de las 15 mujeres el cultivo resultd positivo.
2.2.2. Resultados en los cultives en funcion del estadio de gravedad

De los 15 pacientes diagnosticados de Sepsis Leve, ocho casos cursaron con cultivos
negativos y siete con cultivos positivos

En cuanto a los 16 pacientes diagnosticados de Sepsis Severa en cinco casos los
cultivos fueron negativos mientras que en diez pacientes si se obtuvo crecimiento
microbiolégico

Por uitimo, de los ocho pacientes diagnosticados de FMO, tan solo en uno de los
pacientes no se aisldé ningn germen en los cultivos frente a siete casos en los que ell cultivo

resultd positivo.
2.2.3. Tipo de microorganismo aislade en funcion del probable foco de infeccion

Dentro de los 27 casos con cultivo positivo, en 15 pacientes se obtuvo crecimiento de
microorganismos gramnegativos, en 11 casos se aisldé un grampositivo, en un caso se
consiguid cultivo mixto de un gramnegativo mas una levadura y en otro He crecid un hongo.

En funcién del origen de la infeccidn, los procesos sépticos cuyo probable foco de
infeccion era el Tracto Gastro-Intestinal fueron muy frecuentes (12 pacientes), la mayoria
eran postoperados que cursaban con enorme gravedad.

El rendimiento en el aislamiento microbiclégico resulté ser de casi el 100%: once
cultivos positivos y uno negativo.

En siete casos se aislo una bacteria gramnegativa: seis aislamientos de k£.coli (uno
acompafiado de K oxytoca, y otro junto a Candida tropicalis) y un aislamiento de E. cloacae.

En cuatro casos se consiguio aislar microorganismos grampositivos: tres aislamientos
de S.epidermidis (uno de ellos acompafiado de E faecalis) y uno de S.aureus.

En cuanto al grupe de casos cuyo probable origen de infeccion era el Tracto

Respiratorio, tenemos 12 pacientes de los cuales cinco cursan con cultivos negativos.
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De los siete casos en los que se obtuvo aislamiento microbiolégico, en los cultivos de
cuatro pacientes se aislaron bacterias gramnegativas: Ilinfluenzae, Hparainfluenzae,
H haemoliticus y K pneumoniae; en dos casos se aislaron bacterias grampositivas: uno con
S.epidermidis y otro con S.neumoniae mas S.morbillorum; y en el ultimo caso se aislé un
hongo: Aspergillus spp.

El Tracte Urinario fue el probable foco de infeccion en siete pacientes de los cuales
dos cursaron con cultivo negativo y en los cinco restantes los aislamientos microbiolégicos
conseguidos fueron muy variados: tres gramnegativos (E.coli, P.aeruginosa y E.aerogenes) y
dos grampositivos (S.epidermidis y S.agalactiae).

En los cinco casos con Fiebre de origen desconocido el resultado de los cultivos fue

negativo.

3. CALCULO DE LOS PUNTOS DE CORTE O
DISCRIMINATORIOS

Calcularemos dos puntos de corte: uno con capacidad para seleccionar los pacientes
sépticos respecto al resto de controles sanos o con otras patologias y otro que diferencie a los

individuos sanos de los enfermos.

3.1. PUNTO DE CORTE ENTRE CASOS SEPTICOS Y CONTROLES NO
SEPTICOS

El primer punto de corte a determinar es el que discrimina los sujetos sépticos del resto
de controles (tanto enfermos con otras patologias, como sanos). Debido a la importancia que la
deteccion precoz tiene en este tipo de enfermedad para la inmediata instauracion de
tratamiento antibiotico, concedemos mayor interés a la sensibilidad atn a costa de perder

especificidad y aumentar el numero de falsos diagnosticos positivos.
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Tabla 12. Sensibilidad y Especificidad para los distintos puntos de corte que
diferencian los Casos de los Controles.

PUNTOS DE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
(pg/mL) (%) (%)
80 34.88 95.46
90 39.54 95.46
100 46.51 93.18
110 69.77 93.18
120 76.74 8§8.64
130 76.74 86.36
140 814 81.82
150 83.72 81.82
160 88.37 71.27
170 88.37 T70.46
180 88.37 65.91
190 88.37 61.36
200 88.37 59.09
210 90.7 54.55
220 93.02 50.00
230 93.02 4773
240 93.02 4091

Grafico 5. Sensibilidad (S) y Especificidad (E) en los puntos de corte que diferencian los Casos sépticos de
los Contreles. VPP: Valor Predictiva Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo.
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Para ello, calculamos la sensibilidad y especificidad para cada valor de niveles de Fn
plasmatica en intervalos crecientes de 10 pg/mL. En el Grafico 5 representamos la evolucién
de las dos variables. Consideramos que el valor de 150 pg/ml, con una sensibilidad de
83.72%, espectficidad de 81.82%, valor predictivo positivo (VPP) de 81.82% y valor
predictivo negativo (VPN) de 83.72%, es el més adecuado. En el Anexo 3 se afiade la curva

ROC que posee un valor de area bajo la curva (AUC) de 86.09%.

3.2, PUNTO DE CORTE ENTRE CONTROLES SANOS Y ENFERMOS

El segundo de los puntos de corte nos diferencia los individuos sanos del resto de
enfermos (controles de patologia variada y pacientes sépticos). En este caso podemos -
aumentar la especificidad en detrimento de la sensibilidad. Escogemos el valor de 200 pug/ml
como punto de corte, con una sensibilidad del 80%, especificidad del 81.82%, valor predictivo
positivo (VPP) del 92.86% y valor predictivo negativo (VPN) del 58.07%. En el Anexo 3 se

representa la curva ROC con un valor del drea bajo la curva (AUC) de 88.77%.

Tabla 13. Sensibilidad y Especificidad de los distintos puntos de corte que
diferencian los Controles Sanos del resto de grupos (otras Controles y Casos),

PUNTOS DE CORTE SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD
{ng/mL) (%) (%)
80 26.15 100
90 29.23 100
100 35.39 100
110 50.77 100
120 5692 100
130 60.00 100
140 64.62 95.46
150 66.15 95.46
160 70.77 90.91
170 73.85 86.36
180 76.92 86.36
190 78.46 81.82
200 80.00 81.82
210 83.08 77.27
220 R4.62 68.18
230 86.15 68.18
240 8923 63.64
250 90.77 50.00
260 93.85 50.00
270 95.39 45.46
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Grafico 6. Sensibilidad (S) y Especificidad (E) en los niveles de Fn que diferencian Sanos de Enfermos.
VPP: Valor Predictive Positivo; VPN; Valor Predictivo Negativo.
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4. ANALISIS DE LA UTILIDAD DE LA Fn EN EL
DIAGNOSTICO PRECOZ DE SEPSIS

Para estudiar la posible utilidad de los niveles plasmaticos de Fn en el diagnéstico
precoz de la sepsis tenemos que demostrar que los niveles de Fn medidos en la primera
extraccion de los casos es estadisticamente diferente a los obtenidos en el resto de los grupos
controles.

En el analisis estadistico, los grupos a comparar son':

Grupo 1: Controles Sanos

Grupo 2: Controles de Fiebres Aisladas

Grupo 3: Controles de Patologia Variada 1 extraccién (no tenemos en cuenta la
segunda medicion ya que no existe diferencia estadisticamente significativa entre las dos)

Grupo 4: Casos Sépticos

Aplicando la prueba estadistica de contrastes a priori’, confirmamos la veracidad de
nuestra hipotesis nula, es decir, que los niveles de Fn plasmatica en los casos son diferentes

(inferiores) al resto de los controles p<0.0005. El valor del estadistico es t=6.995 con 84.4

grados de libertad para variancias diferentes segin la prueba de Levene.

Por otro lado, mediante el test de Bonferroni del programa SPSS que ya explicamos en
el apartado Analisis estadistico del capitulo de Material y Métodos, observamos (Ver el cuadro
SPSS 1) que el grupo de los Casos Sépticos se diferencia de todos los grupos Controles y que
el grupo de Controles Sanos se diferencia estadisticamente, a su vez, de todos los demas
grupos Controles excepto el de Fiebres Aisladas. No nos sorprende que el grupo de Fiebres
Aisladas tenga unos niveles de Fn muy semejantes al grupo de Controles de Patologia Variada
y que no exista diferencia significativa entre ellos ya que, en realidad, ambos grupos estan
constituidos por pacientes ingresados por otras causas diferentes a una infeccion y la sospecha

de un cuadro séptico, en la mayoria de los casos, era muy remota.

' Mediciones de Fn en el Anexo 4
* Ecuacion : Casos (Contraste= -1); Controles Sanos (Contraste= +0.33); Controles Fiebres Aisladas(Contraste=
+0.33); Controles de Patologia Variada(Contraste= +0.33)
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SPSS 1, COMPARACIONES MULTIPLES ENTRE PRIMERA EXTRACCION EN CASOS Y
CONTROLES

Test de Comparaciones Multiples: Prueba de Bonferroni con un nivel de significacion de 0.05

La diferencia entre dos medias es significativa si:
MEDIA(J)-MEDIA(I) >=58.7069 * RANGO * RAIZ CUADRADA(1/N(l) + 1/N(I))
con el siguiente valor para el RANGO: 3.78

(*) Indica diferencia significativa que se muestran en el tridngulo inferior

GGGG
rrrr
PPP P
123 4
Media de Fn (ug/mL)
CONTROLES SANOS 260.5909 Gmp 1
FIEBRES AISLADAS 218.1667 Grp 2
PATOLOGIA VARIADA 181.0000 Grp3 *
CASOS TOTALES 122.1163 Grp4 * * *

En el Grafico 7 representamos la media y el intervalo de confianza del 95% para la

media de cada uno de los grupos de Controles y Casos.

Grifico 7. PRIMERA EXTRACCION EN CASOS Y CONTROLES. Las barras verticales representan el
Intervalo de Confianza del 95% de Ia media en los diferentes grupos de Casos y Controles. Las lineas
horizontales corresponden a los dos puntos de corte. N: Tamaifio de muestra.

300,

=
=
e,
e [
E zo%aldiﬁlﬂulllllllll 2N ESERAES [ E R R ENERNENENNENEESHNIE]
< |
Z FE NN EERENEER R EERNERREREEREDR,] RN mEEEN
*-(3 I
w 10
L 100
8 CONTROLES CONTROLES CONTROLES CASOS
om SANQOS FIERRES PATOLOGIA TOTALES
e AIST.ADAS VARTIADA
LL 01 - 3 —
N = 22 60 22 43
1.00 2.00 3.00 4.00

38



RESULTADOS

En la tabla 14 se reflejan los datos estadisticos de todos los grupos que forman parte de

la comparacion.

ITabla 14, Descripeion estadistma

Y CASOS
| TOTALES

| Grupo Grp100 G200  [Gp300 [Grp4.00
Numero

Media

Desviacion
Estindar

ErroraEs‘tﬁ dar _ M

Int Conf 95 % para
1a Media

rr——

Minimo _J135.00 - ]80.00

Madximo
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5. VALOR DE LA Fn COMO MARCADOR DE
EVOLUCION EN LA SEPSIS

A continuacién estudiaremos la evolucion de los niveles de Fn en los casos. Debido a
que el tamafio de la muestra de los pacientes que fallecieron es pequefio (seis), no es

aconsejable el tratamiento estadistico, por lo que sélo analizaremos los casos dados de alta

5.1. EVOLUCION DE LOS NIVELES EN LOS CASOS DADOS DE ALTA

En los casos que superaron satisfactoriamente el proceso séptico (n=37), analizando los
grupos correspondientes a la primera, segunda y ultima medicion de niveles de Fn,
observamos en los resultados obtenidos aplicando el test de comparaciones multiples de
Bonferroni del programa SPSS, que existe diferencia significativa entre la primera y las dos
extracciones restantes, detectdndose, ya al segundo dia de estancia en el hospital, un

incremento sensible en los niveles plasmaticos de Fn.

SPSS 2. COMPARACIONES MULTIPLES ENTRE PRIMERA, SEGUNDA Y ULTIMA EXTRACCION EN CASOS DADOS DE ALTA
Prueba de Comparaciones Multiples: Prueba de Bonferroni con un nivel de significacién de 0.05
La diferencia entre dos medias es significativa si

MEDIA(I)-MEDIA(I) >= 66.3335 * RANGO * RAIZ CUADRADA de (1/N(I} + 1/N(J))

con el siguiente valor para el RANGO: 3.44

(*)Indica diferencia significativa que se muestran en el triangulo inferior

GGG
rrr
PPP
123
Media de Fn (ug/mL)
PRIMERA EXTRACCION 118.5676 Grp |
SEGUNDA EXTRACCION 178.8108 Grp2 *
ULTIMA EXTRACCION 2023784 Grp3 *

En el Gréfico 8 representamos la Media y el intervalo de confianza del 95% para la
media (barras verticales) de la primera, segunda y ultima de las extracciones realizadas en

aquellos pacientes que superaron el proceso séptico y fueron dados de alta.
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Grafico 8. PRIMERA, SEGUNDA Y ULTIMA EXTRACCION EN CASOS DADOS DE ALTA. Las
barras verticales representan el Intervalo de Confianza del 95% de la media en las diferentes extracciones
realizadas a los Casos dados de Alta (Primera, Segunda y Ultima). N: Tamafio de muestra.
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En la Tabla 15 presentamos un resumen de los datos estadisticos de los grupos:

Tabla 15, Descripei6n estadistica-de los grupos PRIMERA, SEGUNDA ¥ ULTIMA EXTRACCION EN
LOS CASOS DADOS DE ALTA,

-Grupo

Nimero

Desviacidn Estdndar

Error Estdndar

Int Conf 95% parala
Media

Minimo

Mdxime
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5.2. EVOLUCION DE LOS NIVELES DE Fn SEGUN EL AISLAMIENTO
MICROBIOLOGICO EN LOS PACIENTES DADOS DE ALTA

Otro aspecto importante en la deteccidon precoz de la sepsis, es conocer si el
comportamiento de la Fn es inespecifico, es decir, la evolucion de los niveles es independiente
del tipo de microorganismo responsable del cuadro: ya sea un aislamiento grampositivo,
gramnegativo o no exista crecimiento microbiolégico. Para ello, el tratamiento estadistico
empleado es el test de Bonferroni de comparaciones multiples del sistema SPSS. Comparamos
los datos de Fn obtenidos en los tres tipos de resultados microbioldgicos, en cada una de las
extracciones {primera, segunda y Gltima) realizadas a los pacientes dados de alta . Este test no
detecta ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los tres tipos de resultados

obtenidos en los cultivos.

SPSS 3. COMPARACIONES MULTIPLES ENTRE LOS DISTINTOS RESULTADOS DE CULTIVOS EN LOS PACIENTES DADOS DE
ALTA.

PRIMERA EXTRACCION DE Fn

Prueba de Comparaciones Multiples: Prueba de Bonferroni con un nivel de significacion de 0.05

La diferencia entre dos medias es significativa si
MEDIA(J)-MEDIA(l) »=44.7142 * RANGO * RAIZ CUADRADA de (1/N(I) + 1/N(3))
con el siguiente valor para el RANGO: 3.56

- Ningtin grupo de dos muestra diferencia significativa con un nivel de significacién de 0.05
SEGUNDA EXTRACCION DE Fn

Prueba de Comparaciones Miltiples: Prueba de Bonferroni con un nivel de significacién de 0.03

La diferencia entre dos medias es significativa si
MEDIA(I)-MEDIA(I} >=76.217]1 * RANGO * RAIZ CUADRADA de (I/N(I) + 1/N(I))
con el siguiente valor para el RANGO: 3.56

- Ningin grupo de dos muestra diferencia significativa con un nivel de significacion de 0.05
TERCERA EXTRACCION DE Fn

Prueba de Comparaciones Multiples: Prugba de Bonferroni con un nivel de significacion de 0.05
La diferencia entre dos medias es significativa si

MEDIA(J)-MEDIA(I) >= 74.5130 * RANGO * RAIZ CUADRADA de (1/N(I) + I/N(I))

con el siguiente valor para el RANGO: 3.56

(*)Indica diferencia significativa que se muestran en el triangulo inferior

- Ningin grupo de dos muestra diferencia significativa con un nivel de significacion de 0.05
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{,Los CASOS DADOS DE ALTA.

[Tabla 16. PRIMERA EXTRACCION DE Fg EN FUNCION DEL CULTIVG MICROBIOLOG]
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6. DETECCION DE VALORES FUERA DE RANGO

Mediante el procedimiento Explore del programa estadistico SPSS conseguimos una
grafica denominada Boxplot donde se representan los valores que se salen fuera del rango
esperado. Con un circulo se seflalan los valores outlier —exteriores— y con un asterisco los
valores extreme —alejados—).

Dividimos los datos en dos grupos ya que, segin establece nuestra hipoétesis, los
niveles esperados de Fn en la primera toma de los pacientes que mejoran y los valores de todas
las tomas de los pacientes que fallecen (grupo 1.00) han de ser distintas (inferiores), al resto de

extracciones consecutivas realizadas en casos que consiguen la curacion (grupo 2.00).

Grifico 9. Representacion grifica del programa SPSS (Boxplot) en la que se identifican los valores
exteriores y los extremos.
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Se detectan cuatro valores extremos, dos de ellos pertenecientes al caso n® 26 (425
ug/mL y 417 pg/mL), uno correspondiente al caso n° 25 (414 pg/mL) y el ultimo al caso 37

(376 pg/mL). En el grupo 2.00 nose detecta ningun valor extremo.
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Resulta llamativo que en los tres casos se aislen microorganismos gramnegativos. Sin
embargo, como ya demostramos en los pacientes dados de alta, no existe diferencia en funcién
del aislamiento microbiolégico. A continuacion analizamos detenidamente los tres casos (Ver
Grafico 10):

* El caso n° 25 es un varon de 80 afios diagnosticado de Sepsis cuyo probable origen es
el Tracto Urinario. Alcanza un estado de gravedad de Sepsis Severa segin los criterios de la
ACCP/SCCM. Tras la instauracién de tratamiento antibiotico remonta la enfermedad siendo
finalmente dado de alta. En este paciente se aislé un Enferobacter aerogenes en el
hemocultivo.

En cuanto a la evolucion de los niveles plasmaticos de Fn, el paciente comienza con
valores supranormales (414 pg/mL) descendiendo rdpidamente a niveles indetectables y asi
permanece hasta que es dado de alta.

* El caso n° 26 es un varén de 73 afios, diagnosticado de perforacién gastrica con
pericarditis. El origen probable de infeccién fue el Tracto Gastro-Intestinal. Su estadio de
gravedad fue de FMO. E! paciente fallecié tras mes y medio de seguimiento. En los
hemocultivos se aislo una enterobacteria (E.coli) y una levadura (C.tropicalis).

El paciente debuta con valores bajos de Fn que, pasados unos dias, van aumentando
hasta llegar a valores normales. Posteriormente, sufre una pueva disminucion en la
concentracion que mas tarde vuelve a remontar, llegando a alcanzar valores supranormales
(425 pg/ml) que mantiene hasta su fallecimiento.

Una posible justificacién de los niveles tan elevados de Fn, estaria en que el paciente
desarrollé un cuadro de colestasis postoperatoria ya que, segin la literatura existente (226), en
los casos de colestasis, los niveles de Fn aumentan probablemente debido a un defecto en la
eliminacién de la misma (acumulacion retrograda) o por un aumento en la sintesis por el estrés a
que esta sometido el hepatocito.

* El caso n® 37 es otro varon de 63 afios diagnosticado de enolismo. El paciente
presenta un patrén puro de colestasis. El probable origen de la infeccion es el Tracto Gastro-
Intestinal. Alcanza ¢l estado de gravedad méximo con el fallo de varios drganos. El paciente

fallece pasados 18 dias de estancia en el hospital. El microorganismo aislado en el

hemocultive fue E.coli.
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En la primera extracciéon, los niveles de Fn son muy elevados (376 pg/mlL). Se le

extrae una nueva toma de Fn al dia siguiente en la que ya se refleja un descenso importante en

la concentracion (263 pg/ml). En la tercera extraccion realizada cuatro dias después, los

niveles ya son muy bajos convirtiéndose en indetectables en la cuarta medicion. Pero a partir

de este momento, el paciente empieza a remontar la concentracién de Fn hasta que muere,

siendo la altima medicién de 310 pg/mL. De nuevo, la colestasis podria ser la causa del

comportamiento anémalo de los niveles de Fn.

Grafico 10. Casos que presentan un comportamienio no esperado.
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8. COMPORTAMIENTO DE LA Fn EN
PACIENTES QUE FALLECIERON
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El nimero de pacientes que no superaron el proceso séptico y murieron es muy

pequefio por lo que el tratamiento estadistico descriptivo es desaconsejable. En su lugar,

revisamos uno a uno los seis casos. Dos de ellos ya han sido analizados en el apartado anterior

(pacientes n°® 26 y n° 37).
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Como se observa en el Grafico 11, en estos cuatro pacientes que fallecieron (n° 6, n° 8,
n° 31 y n° 34), el comportamiento de la Fn coincide con nuestra hipétesis nula planteada de
que los niveles plasmdticos de Fn son bajos mientras el organismo no remonta la etapa critica

de la sepsis.

Grifico 11. Representacién grafica de cuatro casos fallecidos.
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9. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL
SCORE

La ultima parte del trabajo consistié en el calculo diario del Score de todos los
pacientes durante el tiempo que formaron objeto de estudio, tal y como se describié en el
capitulo de Material y Métodos.

S1 representamos conjuntamente los niveles de Fn y los valores del Score diarios en
dos ejes de coordenadas (orden creciente para el eje de la Fn y decreciente para el del Score)
en todos los pacientes del estudio, se intuye que puede existir ¢ierta correlacién inversa entre

ambos.
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En un buen nimero de casos los niveles iniciales de Fn plasmatica son muy bajos,
aumentando la concentracién conforme mejora el estado clinico del paciente, como se puede
observar en las graficas que representan conjuntamente la variacion del estado clinico y los
niveles de Fn en el tiempo'.

Para realizar el estudio estadistico propiamente dicho, codificamos la variable Score en
cinco categorias ordenadas y la variable Fn en cuatro categorias ordenadas también.

El modelo de codificacién es el siguiente:

CODIFICACION DE LA Fn
<100 0
100-149 1

CODIFCACION DEL SCORE

150-199
=200

Aplicando la prueba de Mantel-Haenszel para la deteccion de Tendencia Lineal entre
las variables, obtenemos un resultado estadisticamente significativo (p<0.007).

Calculamos, mediante un estudio de correlacion, el valor del coeficiente de correlacion
obteniendo un valor de 0.2 con una significacion p<0.0069. A pesar de que existe correlacion,
el coeficiente de determinacién (%) es muy bajo 0.04; es decir, la correlacién explica solo el
4% puediéndose atribuir al azar el resto.

Por ltimo calculamos la ecuacién de la recta de correlacion obteniendo la siguiente:

|SCORE (0-4) = 3.25 - 0.25 x Fn (0-3)

' En el Anexo 5 se encuentran las graficas de Fn y Score codificados de todos los pacientes en
los que pudimos calcular el Score.
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Tanto la ordenada en el origen como la pendiente, muestran significacidon estadistica
{p<0.00005 y p<0.0069 respectivamente).
Ademas, confirmamos que la correlacién entre el Score y los niveles de Fn plasmatica

es inversa, ya que la pendiente tiene signo negativo (-0.25).
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DISCUSION

La respuesta sistémica del organismo ante una infeccién es lo que denominamos sepsis.

La sepsis es una patologia frecuente de morbilidad y mortalidad que va en aumento,
particularmente en pacientes ancianos, inmunocomprometidos y pacientes criticos. Ha
demostrado ser la causa mas frecuente de muerte en las UCls de pacientes no coronarios.

El incremento en su incidencia, las nuevas etiologias, y la masiva aparicién en
determinadas poblaciones de pacientes en las que antes esta patologia se presentaba
esporadicamente, se ha relacionado con cambios demograficos, con el aumento del uso de
antibidticos muy potentes y de amplio espectro que han creado resistencias a los farmacos
habitualmente empleados, con la utilizacion de drogas inmunosupresoras, y con el empleo de
técnicas mas invasivas en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, infecciosas y
neopldsicas.

Las manifestaciones clinicas de la sepsis y del shock séptico son el resultado de la
interaccion entre los productos bacterianos y los sistemas mediadores del huesped. Cuando la
respuesta inflamatoria sistémica es la consecuencia de un proceso infeccioso confirmado,
estamos ante un diagnostico cierto de sepsis.

El diagnostico clinico de la sepsis, basandose unicamente en los signos clinicos que
aparecen en el paciente, es dificultoso en la mayoria de los casos debido a que los sintomas con
los que debuta suelen ser poco especificos y muy similares a los que se presentan en multitud de
patologias no relacionadas con enfermedades infecciosas. Algunos pacientes pueden desarrollar
un cuadro clinico similar (el denominado, y ya explicado en la Introduccién, SRIS) como
consecuencia de traumatismos, quemaduras, pancreatitis...etc.

El comienzo brusco de un cuadro de sepsis franca con fiebre, escalofrios, taquicardia,
taquipnea, cambios en e} estado mental e hipotension, se identifica ficilmente. Sin embargo,
durante las primeras fases de la enfermedad y dependiendo de diversos factores del huésped
{edades extremas, enfermedades subyacentes, tratamiento con inmunosupresores...etc.), las
manifestaciones clinicas pueden ser sutiles y el diagnéstico dificil.

Hace una decada, la bacteriemia era normalmente requerida en los estudios de pacientes
sépticos para documentar que la infeccidn se enconiraba presente. En andlisis retrospectivos se
ha visto que en algunos casos, a pesar de que los pacientes estaban infectados, todos los

resultados de los hemocultivos eran negativos. Esto puede ser debido probablemente al caracter
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intermitente de la bacteriemia, a la administracién previa de antibidticos o a la presencia de
microorganismos delicados o de crecimiento lento. Se estima que la bacteriemia se confirma
mediante cultivo tan solo en el 45-48% de los pacientes sépticos™™.

Los enfermos pueden mostrar manifestaciones de sepsis y de un shock séptico franco,
acompafiando a una infeccion localizada importante. En este caso, el diagndstico y la etiologia de
Ja sepsis se confirman al hallar los microorganismos patégenos en la sangre u otros lugares de
infeccion, Atn asi, se piensa que uno de cada siete casos de sepsis cursan con todos los cultivos
negativos.

El mayor problema que plantea el diagnéstico precoz es que los cultivos suelen tardar
unos tres dias en crecer y poder aportar alguna informacién. Ademas, como ya hemos sefialado,
en muchos casos no se consigue aislar el microorganismo causante de la infeccion.

Por lo tanto, para diagnosticar y tratar precozmente una sepsis ha de bastar con que el
clinico sospeche de una manera vehemente que el causante de la sintomatologia es un agente
infeccioso, debiéndose instaurar inmediatamente el tratamiento antibidtico ya que de él depende
en buena medida el éxito en la resolucién satisfactoria de la enfermedad.

Desde el punto de vista practico, la respuesta del huésped se enmarca en cuatro categorias
(sepsis leve, sepsis severa, shock séptico y fracaso multiorganico) y puede ser monitorizada con
variables bioquimicas, hematologicas y hemodinamicas que constituyen la base de la
estratificacion prondstica de los diferentes sistemas de score.

En la patogenia de la sepsis estan involucrados diversos mediadores del huesped
abarcando a la cascada de las citocinas, las proteinas de fase aguda, los metabolitos activos del
complemento y los sistemas de la coagulacion, asi como factores liberados por las células
estimuladas, enzimas, oxidantes de los leucocitos polimorfonucleares, péptidos vasoactivos
(p.€j., histamina) y productos del metabolismo del 4cido araquidénico.

Las fases que se desarrollan desde el momento en que se produce la lesion en un tejido
comienzan con el desprendimiento de los productos bacterianos, Jos cuales inician la cascada de
acontecimientos de naturaleza inflamatoria por la unién a receptores encontrados en los
leucocitos mononucleares (monocitos y macrdfagos). Esta unién activa a las propias células
dafiadas y al resto de los leucocitos y, como consecuencia, se produce la liberacion de ciertas

citocinas entre las que se encuentran las mas importantes que son IL-1 y TNF-a. Estas dos
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citocinas pasan al torrente circulatorio alcanzando los sitios diana produciendo diferentes
acciones como son la modificacion en la resistencia y la permeabilidad vascular, el rendimiento
cardiaco y la activacién de la médula 6sea. Otra de sus funciones en el higado es la de producir
las sefiales necesarias para que los hepatocitos comiencen a sintetizar las proteinas de fase aguda,
que son la primera linea de defensa antes de la reaccion inmunitaria, actuando como
controladores de la difusién de la inflamacion.

La determinacion de estas proteinas (reactantes de fase aguda) se utiliza para diagnosticar
la presencia de una inflamacién y monitorizar los cambios durante la actividad inflamatoria.
Debido a que muchos procesos diferentes estan relacionados con algun tipo de inflamacion, la
determinacion de proteinas de fase aguda en la clinica suele ser muy compleja.

Habitualmente se encuentran dificultades en el conocimiento del pronéstico de los
pacientes sépticos en condiciones extremas de gravedad. Cuando el estado clinico estd muy
comprometido y las variables de laboratorto se presentan muy alteradas, incluso médicos muy
experimentados no pueden asegurar cuando la sepsis ha sobrepasado el umbral de curacion' ™.

En los ultimos afios, se han desarrollado unos indices pronésticos basados en un sistema
de puntuacién o tanteo conocidos como scores. Estos sistemas nos pueden ayudar para:

a) E! conocimiento objetivo, de una manera mas o menos precisa, de la gravedad de la
sepsis.

b) Monitorizar secuencialmente el curso del proceso séptico.

¢) Asignar pacientes sépticos en ensayos clinicos.

d) Predecir, en un paciente, el riesgo de muerte.

Los scores han sido especialmente ttiles en las UCIs quirtirgicas. De hecho, en pacientes
criticos es frecuente la dificultad para conocer la gravedad de la sepsis y evaluar las ligeras
variaciones que aparecen durante el curso de la enfermedad. Esta limitacién obstaculiza el
conocimiento acerca de la eficacia de algunos fArmacos habitualmente empleados (p.ej., plasma,
albimina, antibidticos) y de nuevas modalidades terapéuticas (p.¢j., ventilacién artificial,
nutricion parenteral, etc..)”".

La mayoria de estos sistemas, se han utilizado para conocer la mortalidad media de las

UCls y tan solo unos pocos se han desarrollado especificamente para la sepsis.
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Algunos métodos generales de prediccion de riesgos han sido empleados
satisfactoriamente en poblaciones sépticas, pero la mayoria se han validado en pacientes con
infecciones quirdrgicas en general.

Los sistemas de score utilizados con el fin de predecir la mortalidad han pasado desde
correlacionar el indice de mortalidad con el nimero de organos que fracasan, hasta sofisticadas
técnicas que cuantifican el peso de los datos clinicos y fisiolégicos. Posteriormente, estos datos
se procesan y se halla el riesgo de mortalidad mediante complejas ecuaciones de regresion
logistica.

Los primeros scores como el Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE)(84) o el Mortality Prediction Method (MPM)(SS) fueron especialmente disefiados para
calcular el riesgo de mortalidad en las UCIs o para estratificar los pacientes, en funcion de la
gravedad, en los ensayos clinicos'' 2.

Se han ideado numerosos sistemas de score para casos de sepsis en los dltimos 15 afios,
siendo algunos modificaciones de los previos. La mayoria de estos sistemas se han sometido a
validaciéon y unos cuantos han sido reevaluados por otros autores obteniendo resultados
variables. Casi todos los estudios han sido realizados en pacientes con infecciones quiriirgicas u
otros estados infecciosos no sépticos.

Los scores como el APACHE 1II, y el Simplified Acute Physiology Score (SAPS
1®¥(ver Anexo 2) se correlacionan bien con el riesgo de muerte de los pacientes ingresados en
las UCls, sin embargo tienen un bajo poder discriminante en pacientes sépticos.

La mayor parte de los scores se fundamentan en hallazgos fisiologicos, anatémicos y
clinicos, pero algunos como The Multiple System Organ Failure®, Septic Severity Score™

H

Muitisystem Organ Failure Scoring System®) (ver Anexo 2), Organ disfunction and/or

lnfection(gz), Acute Organ System Failure®™y Multiple Organ Failure™™®

se basan tinicamente en
el diagnostico de fracaso de érganos o la gravedad del fracaso, sin tener en cuenta importantes
variables fisiologicas asi como posibles enfermedades de base que puedan afectar negativamente
al estado del paciente. Ademas, dentro de los scores que se basan en el fracaso de érganos, no
todos utilizan los mismos criterios para el diagnostico.

Ciertos métodos tienen en cuenta el tipo de infeccion y el organismo causante com por

ejemplo el Septic Shock Score®™.
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Otros sistemas desarrollados en pacientes quirirgicos utilizan evaluaciones subjetivas
sobre infecciones locales de tejidos y/o fallos de 6rganos (p.ej. Organ Dysfunction and Infection,

Grading of Sepsism’%).

Algunos de ellos, tanto en validaciones externas como en
investigaciones internas, han intentado minimizar la subjetividad como €l Grading of Sepsis o
tienen en cuenta el curso clinico de los pacientes en el tiempo, para de este modo aumentar la
exactitud en los calculos (Mortality Prediction Method)®®.

Al aplicar un score como el APACHE III, Septic Shock Score, Organ Dysfunction and
Infection, Simplified Acute Physiology Score II (SAPS-T), el nuevo Multiple System Organ
Failure, y el Mortality Prediction Model a un paciente, se obtiene un valor numérico que se
transforma en un riesgo de mortalidad, normaimente mediante ecuaciones de regresion logistica.

A continuacién analizaremos algunos de los trabajos mas significativos realizados con
scores.

En un estudio prospectivo realizado por Gatell et al®® se siguieron 543 episodios de
bacteriemia nosocomial. Mediante andlisis de regresion logistica se identificaron las variables
independientes que estaban relacionadas con el desenlace final: realizando anélisis univariables
se identificaron 14 factores a tener en cuenta, sin embargo, a través de anélisis multivariables
mediante regresion logistica stepwise, solo nueve variables mostraron significacién estadistica.
Estos factores fueron: presencia de shock, enfermedad de base rdpidamente fatal, respiracion
disminuida, infeccion intra-abdominal o fuente de infeccion desconocida, edad superior a 70
afios, hospitalizacion en la UCH, infeccion debida a microorganismos de alto riesgo, presencia
de metdstasis sépticas, y terapia antimicrobiana inapropiada. Con los registros de los pacientes
en estas variables se desarrollé un modelo logistico para, mediante calculos matematicos, poder
predecir con antelacion el riesgo de fallecimiento. La capacidad de prediccién para la
supervivencia y la muerte obtenida en esta investigacion fue tan solo del 79% y 64%
respectivamente.

Hilf er al®® en un estudio prospectivo estudiaron 200 pacientes con bacteriemia por
Pseudomonas aeruginosa. Se realizaron andlisis estadisticos multivariables para identificar las
variables asociadas significativamente a mortalidad en 10 dias. Las variables independientes

asociadas a una mayor probabilidad de fallecimiento por este analisis fueron: el uso de terapias
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antimicrobianas con un sélo antibidtico (en lugar de terapias combinadas), fuente de infeccion
respiratoria, y presencia de neutropenia.

Uzun y colegas'®"

realizaron un analisis retrospectivo de 448 episodios de bacteriemias
por gramnegativos. De nuevo, mediante analisis multivariable, se identificaron la presencia de
shock, fallo multiorganico, identificacion de la fuente de infeccion, servicio hospitalario
(quinirgico o médico), terapia antimicrobiana inadecuada, y €l lugar de adquisicién de la
infeccion (nosocomial o en la comunidad) como variables independientes asociadas con la
mortalidad.

En la mayoria de los trabajos, el tratamiento antimicrobiano inadecuado, 1a presencia de
enfermedad de base, shock o fallo multiorganico y la identificacion de la fuente de infeccion,
resultaron ser variables estadisticamente asociadas con un incremento de la mortalidad. La
presencia de neutropenia, cuando se incluia en la evaluacién, también resultd significativa en
algunos estudios®*"; este pardmetro ha ido perdiendo importancia debido al amplio uso
desde 1991 de los factores estimulantes de colonias granulociticas.

La terapia antibidtica inadecuada no es un factor de riesgo que pueda ser identificado al
comienzo de la enfermedad, por lo tanto no ha de tenerse en cuenta.

Otros parametros como sexo, edad, tipo de microorganismo infectante y temperatura,
solo ocasionalmente fueron asociados con el desenlace final.

Knaus e al®® ha publicado un nuevo modelo para predecir la mortalidad basado en el
APACHE, pero mas especifico en los casos de mortalidad debida a sepsis. Se han considerado
otros factores como son pH, recuento de células blancas, indicacién para la admision por la
UCI, edad y tiempo de estancia en el hospital y en la UCI, ademas de los que valora el APACHE
HI. Su uso mas extendido es para la evaluacién clinica de nuevos farmacos en la sepsis. El
estudio consistio en incluir a todos los pacientes (de los 60.000 que se admitieron en la UCI) que

cumpliesen los criterios diagndsticos propuestos por Bone et al'™

para sindrome séptico; en
total se admitieron 1.195 pacientes en el estudio. Mediante la técnica estadistica de
bootstrapping se obtuvo un drea bajo la curva ROC (Receiver Operating Characteristic) de 0.76.
El modelo también se aplicd al grupo con sepsis por gramnegativos y se consiguid un area bajo

Ia curva ROC de (.80.
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En algunos trabajos publicados® "

s¢ sugirid que la presencia de endotoxemia,
especialmente en altas concentraciones, puede correlacionarse con la gravedad de la enfermedad
y/o la muerte. Esta asociaci6n se reduce a la sepsis por bacilos gramnegativos y no se encontrd
en la enfermedad meningocécica. Ademas, debido a la naturaleza transitoria de las endotoxinas
circulantes existe un riesgo de falsos negativos. Por otra parte, dada la gran ubicuidad de las
endotoxinas bacterianas, es preciso un manejo especial de las muestras de sangre para evitar los
falsos positivos.

Existe multitud de investigaciones realizadas en pacientes diagnosticados de sepsis o
shock séptico en los que la proporcion de pacientes con niveles detectables de TNF- oscila
desde el 26% al 100%>7 y en casi todos ellos los investigadores han encontrado una
correlacion positiva entre TNF-a circulante y mortalidad.

En cuanto a los estudios relativos a la JL-1, en algunos se describié una correlacién
positiva entre niveles elevados de la citocina y mortalidad”% "%, pero en otros no se detecto esta

., . ., ., . {13
correlacion o incluso existia una asociacién negatival>"> ",

En el trabajo realizado por Calandra et ol mientras que la deteccion de IL-1 y TNF-a
estaban asociadas independientemente a un peor pronostico, €l analisis de regresion stepwise no
confirmé esta asociacion y, sin embargo, las variables gravedad de una enfermedad de base,
edad, bacteriemia, diuresis y pH arterial si mostraron asociacion significativa.

En lo que respecta a la citocina IL-6, en la mayor parte de las investigaciones se ha
demostrado una  correlacién  entre  niveles elevados de esta citocina y
mortalidad©36.71.77.78.80.81.82)

Finalmente Casey ef al® observaron conjuntamente la contribucion de cada uno de los
moduladores de la sepsis: endotoxina, IL-1, TNF e IL-6 y propusieron un nuevo score a partir de
los datos obtenidos en 97 pacientes sépticos. No se hallo relacion significativa entre mortalidad y
niveles altos de endotoxina o TNF, mientras que niveles elevados de IL-1 y de IL-6 si se
correlacionaban con la mortalidad. Sin embargo, cuando las cuatro medidas se combinaban en el
score, se observd una relacion significativa entre la puntuacion elevadade éste y la mortalidad.

En la Tabla 17 se analizan 19 sistemas de score, la poblacidon en la que se estudiaron y si
fueron validados.
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Los métodos derivados y validados en pacientes quirirgicos como son el original

Multiple System Organ Failure®", Septic Severity Score®, Grading of Sepsis(%), Peritonitis

(95) (62) (48)

Index Altond™, Surgical Infection Stratification””, Multiple Organ Failure™, Organ
Dysfunction and/or Infection®, Outcome Predictive Score®™. no pueden ser aplicados a
pacientes no quirargicos con sepsis ya que el proceso quirirgico en si mismo, la respuesta
inflamatoria consiguiente al trauma quirirgico y la necesidad de realizar procedimientos
adicionales para erradicar el foco de infeccién, contribuyen de manera importante al estado
clinico general y al posterior desenlace final®”. Por lo tanto, el empleo en enfermos no
quirargicos de los métodos disefiados para pacientes operados puede producir confusién por la
ausencia de estos factores de riesgo adicionales.

Sin embargo el sistema APACHE Il a pesar de ser disefiado en pacientes criticos
independientemente del tipo de enfermedad, ha sido validado satisfactoriamente en diferentes
estudios con pacientes quirﬁrgicos(87). El hecho de que este método sea fidedigno, objetivo,
compuesto por informacién independiente de los criterios diagnésticos y del tratamiento, permite
que ¢l Joint Working Party of the Surgical Infection Society for North America and Europe
adopten el APACHE II como el sistema de score preferido en las infecciones intra-abdominales
(215).

Una de las validaciones mas convincentes del APACHE se encontrd al evaluar el Acute
Physiology Score (APS) en combinacion con una clasificacion anatémica®”. El analisis
univariable demostrd que el APS, la edad, la malnutricion, la diabetes, y ¢l shock en el primer
dia estaban relacionadas de manera significativa con el desenlace final. Sin embargo, ¢l analisis
multivariable reveld que solo la edad, la malnutricion y, especialmente el APS mantenian la
significacion estadistica.

Tan solo dos de los scores han sido validados en pacientes diagnosticados de sepsis‘gs’sg),
el resto de estudios de validacién se han producido en pacientes con infecciones intra-
abdominales, shock séptico o en una gran variedad de diagnosticos de infeccién.

Algunas tentativas de validacion externa son dignas de mencién como la de Dominioni et
al"” (63) que disefiaron una variante en el sistema Grading of Sepsis(%) (59). Esta modificacién

afladia la medici6n de las proteinas de fase aguda (a;--glicoproteina dcida, oy--antitripsina, y los

factores B, C; y Cs, del complemento). Aunque en los supervivientes existian aumentos
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Tabla 17. Ejemplos de validacién de Scores..

91

174

S0

176

177

94

Ref Afio Nombre Componentes Poblacién  Validacion externa Comentarios

1980 Multisystem Escala de 0-4 basadaenel UCI Si; en pacientes con Se encuentra entre los
Organ nimero de 6rganos que quirirgica  shock séptico; error al sistemas mas faciles, pero
Failure fallan predecir el desenlace no tenia en cuenta la
Scoring final; los pacientes eran  gravedad del fallo del
System de UCIs médicas y hubo  érgano.

(MSOF) que modificarlo “

1981 Acute Escala de 0-124 que reune UCI Si; en pacientes Primer intento de utilizar
Physiology  la suma de los puntos (de quinirgicos; también fue  las variables fisiologicas;
and Chronic 0 a 4) de cada una de las modificado con otros refinado en el APACHE
Health 34 variables fisiologicas factores predictivos “? 1Ty Il
Evaluation  obtenidas durante el
{APACHE) primer dia de estancia en

la UCl

1983 Septic Escala de 0-75 que retine  Sepsis §i; §8S se compard con  Asignando al valor >40
Severity la severidad de 7 fallos de  quirirgicas APS en pacientes con como punto de corte
Score (S8S) drganos, cada uno infeccion predictor de muerte, se

valorado de 0-5; el valor intrabdominal™. E1 SSS consigue una precisién
final se calcula elevando al modificado se para el 88§ del 77%.
cuadrado los valores y correlacionaba bien con

afiadiendo los tres mas el APS y ambos a su vez

elevados con el resultado final

1983 Simplified  Escala de 0-56 que UcCl $i; se mejord la El original se
Acute comprende la suma de los capacidad predictiva con correlacionaba bien con
Physiology  puntos (0-4) de 14 el SAPS-II (European la mortalidad. E1 SAPS [1
Score variables clinicas y and North American predice el riesgo de
(SAPS) biolégicas Study of Severity muerte; éste va de 0-182

Systems) y fue validado  puntos, con 12 variables
en 13.000 pacientes®® agudas y 4 crénicas®

1983 Therapentic Escala de 1-4 para cada UcCI Si; se compard con el Al principio se empled
Intervention una de las intervenciones APS y se encontré que para determinar la
Scoring terapéuticas; los pacientes era 1iti] para asignar el distribucién de recursos y
System se clasificaban en 4 clases, riesgo de mortalidad!™  también para conocer la
(TISS) para, en funcién de la gravedad de la

gravedad, asignarle los enfermedad”™. No ha
cuidados necesarios sido probada en sepsis

1983 Grading of  Escala de 0-45 donde se Sepsis Si; validado en 135 Se tenfa en cuenta el
sepsis evalla 4 categorias; quirirgicas  pacientes con gran fracaso de 6rganos y los
(Sepsis efectos locales de la variedad de efectos locales de la
Score, S8) infeccion de tejidos, infecciones"’". Si infeccién, basados en

temperatura oral,
disfunci6n de 6rganos y
datos de laboratorio

asignamos 20 como
punto de corte,
obtenemos una precisién
del 84%. La validacién
fallé en pacientes con
shock séptico"*.

valoraciones subjetivas
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Tabla 17.(continuacitn)

automaticamente en
probabilidad de muerte
por un programa de
ordenador

supervivientes y
fallecidos"™”

Ref Afio  Nombre Componentes Poblacién  Validacién externa Comentarios
95 1983 Peritonitis  Se puntua la edad, la Infeccion  No Publicacion original en
Index magnitud de la infeccién,  intra- Aleman
Altona enfermedad de base, abdominal
(P1A) riesgos cardiovasculares y
leucopenia
62 1984 Surgical Combinacion de las 34 Infeccion  Si; en un estudio A pesar de identificar la
Infection variables fisiologicas del  intra- multicéntrico en 187 edad, shock, etc, como
Stratificatio APACHE junto a una abdominal pacientes se encontrd variables importantes, las
n (SIS) clasificacion anatdmica buena correlacion entre el variables fisiologicas del
segtin €l origen de la aumeito del score y la APACHE se
infeccion intra-abdominal mortalidad®? correlacionan mejor,
incluso sin clasificacién
anatomica
181 1985 Acute Reduccion del n® de UCl Si; muchos estudios han  La correlacion entre el
Physiology, variables fisiolégicas del utilizado el APS, y el score y ef resultado es
Age, and APACHE de34a12. La APACHE II completo; MENnos preciso en
Chronic edad y la valoracion del resultados dispares pacientes con shock
Heaith ¢stado de salud crénico se séptico
Evaluation  mantuvieron
(APACHE)
48 1985 Multiorgan Escalade 0 a 14 que UCY, MOF  5j; validado en 71 Elevada frecuencia en la
Failure comprende la severidad pacientes con shock prediccion de muertes
Scoring del fallo de 7 6rganos séptico. Pero existiauna  que posteriormente no se
System ©,1,2) zona de solapamiento produjeron
{MOF) donde no distingue entre
los muertos y los
supervivientes''*"
93 1985 Acute Organ Escala de 0-3 dependiendo UCI, MOF  Si; validado en 71 Fécil de usar, pero la
System del niimero de 6rganos que pacientes con shock informacién que aporta es
Failure fallan séptico. 3 puntos se poco precisa
Scoring asocia con el 31% de
System mortalidad, mientras que
(OSF) el 43-45% de mortalidad
para scores de 0-2¢%
85 1985 Montality Score generado con datos  1CI Si; fallé en la Se aumenté la precisién
Prediction  clinicos y fisiolégicos més discriminacion de 71 del 77 al 80% al hacer un
Model la historia medica que se pacientes con shock seguimiento de los scores
(MPM) transforman séptico entre en el tiempo®”
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Tabla 17.(continuacién)

Ref Afc  Nombre Componentes Poblacién  Validacion externa Comentarios
182 1986 Mannheim Escala de 0-46 que Peritonitis  Noj; pero se consiguio una Uso exclusivo en
Peritonitis  comprende edad, sexo, precision del 92% conel  infecciones intra-
Score fallo de érganos, cancer, valor del score de 29 abdominales
(MPS) duracién de la enfermedad,
foco de infeccion,
diseminacién y
caracteristicas del liquido
peritoneal
96 1988 Outcome  Combinacion entre €l Sépsis No; pero buena Superposicidn
Predictive  Injury Severity Score post- discriminacién entre considerable entre las
Score (ISS), grado de traumdtica muertos, infeccién grave  categorias; el score de
(OPS) contaminacién bacteriana Yy curacion 150 da una precision del
al inicio, y expresion del 90%
antigeno-DR en monecitos
84 1991 APACHE Escalade 0-299 formade  UCI Si; validado en 17.000 Scores superiores a 120
I por APS (0-252), pacientes de UCI. Una tienen una precisién del
valoracion de la modificacién que empleé  90% en la prediccion de
enfermedad crénica (0-23) ademas lugar donde se muerte. No es especifica
y edad (0-24). trat6 al paciente previoa  para sepsis. Necesita
laUCE y etiologiade la  célculos por ordenador
sepsis, falld en la
distincién entre pacientes
con sepsis y sin ella®
98 1992 Septic Escala de 0-23 (simple) o Shock No; pero los datos que Util sélo en shock
Shock 0-37 (completa); formada  séptico originaron el modelo, séptico; mayor poder
Scores por parametros biolégicos, empleados de manera predictivo que el APS o
(simplified clinicos y hemodinamicos. prospectiva sirvieron para el APACHE [I
and El score completo afiade la validacion
complete}  datos 12-24 horas después
del ingreso; enfermedad de
base y tipo de infeccion
92 1993 Organ Compuesto por la UCI, MOF  No; validaciéon propiaen  Fue comparado con el
Dysfunc-  presencia o ausencia de 1.070 pacientes conuna  SAPS y el APACHE Il y
tions fracaso de 7 6rganos mas precisién del 84% la sensibilidad y
and/or infeccién. El riesgo de especificidad eran
Infection  mortalidad se calcula similares. No resulté til
(ODIN) mediante una ecuacion de para calcular el riesgo de
regresion logistica muerte en cada paciente
86 1993 Multiple Modelo de regresion Sindrome  No; validacién propia con Sensibilidad y
System logistica que emplea la séptico 154 pacientes con especificidad del 51 y
Organ edad y el falloen 7 sindrome séptico 87% respectivamente.
Failure organos como covariables Precision del 75% en la
Scoring en el célculo del riesgo de prediccion del riesgo de
System muerte muerte individualmente
(MSOF)
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considerables de todas las proteinas de fase aguda, la inclusion de estas mediciones mejoraba la
exactitud en las predicciones de mortalidad desde el 84% hasta el §7%.

Lemeshow et af®® compararon tres métodos para la prediccién de la mortalidad en las
UCIs: su propio sistema —el Mortality Prediction Mbdel—, el APS, y el Simplified Acute
Physiology Score. Este estudio no se realizo exclusivamente en pacientes sépticos pero muchos
de los casos presentaban esta patologia. Los resultados mostraron que los tres tenian una
precisibn muy similar, aproximadamente del 86%, sin embargo el APS tenia tendencia a
sobreestimar y el Simplified Acute Physiology Score a subestimar la mortalidad.

Otro trabajo es el llevado a cabo por Arregui ef al"™ en el cual aplicaron seis métodos
(Muitiple Organ Failure, Organ System Failure, Mortality Prediction Model, Grading of Sepsis,
APACHE II y el Multiple System Failure original) de manera retrospectiva a los datos de 71
pacientes con shock séptico tratados en las UCls de tres hospitales diferentes. Se utilizé una
definicién muy rigurosa de shock séptico. Los scores debieron someterse a ciertas
modificaciones para poder ser aplicadas a sus pacientes. En los resultados se detectaron ciertas
diferencias entre los tres hospitales en cuanto al riesgo de mortalidad, pero tres de los sistemas de
score mostraron una elevada capacidad de prediccion de mortalidad: el Multiple Organ Failure
System, el APACHE 11y el Acute Organ System Failure Method.

Knaus et al presentaron una evaluacion del APACHE III afiadiéndo las variables
adicionales de etiologia de la sepsis vy haber recibido tratamiento previo al ingreso en la UCI®
{216). Se realizé un andlisis estadistico multivariable de los datos de 519 pacientes con
diagnéstico clinico de sepsis en 40 hospitales de Estados Unidos. Las tres variables
independientes mostraron relacién estadisticamente significativa con el riesgo de mortalidad en
analisis de regresion logistica. Cuando se aplico este modelo a los pacientes clasificados en dos
grupos (los que cumplian criterios de Sindrome Séptico y los que no) el riesgo de mortalidad de
los dos grupos era muy parecido.

Los métodos Organ Dysfunction and Infection, y el Septic Shock Scoring System
(Simplificado y Completo) requieren atencién especial, para ello analizaremos dos estudios

realizados®**®.

En el Septic Shock Scoring System, los puntos se asignan a cada variable clinica o de

laboratorio siempre y cuando esté asociada, observando los indices de mortalidad: de 0 a 49% (0
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puntos), 50 a 74% (1 punto), y mayor de 75% (2 puntos). La media de los valores, tanto para el
Simplificado como para el Completo, fue bastante més alta en los pacientes que murieron (6.5
+/- 2.3 y 8.4 +/- 2.6) que en los que sobrevivieron (2.5 +/- 1.7 y 3.1 +/- 1.4), respectivamente
(p<0.0001). El valor de 5 en el score tiene una sensibilidad, especificidad y valor predictivo
positivo y negativo entre 89 y 91%. Se encontrd una ecuacién de regresion logistica con gran
capacidad de prediccion de muerte, sobre todo cuando el score es elevado. Pero cuando el score

va desde 0 a 8 puntos®®

es relativamente impreciso. Tal vez en los pacientes menos graves, con
un riesgo de muerte inferior al 50%, se necesite emplear algin otro método adicional que los
distinga mejor. Estos scores demostraron tener valores predictivos mas altos que el APACHE I
o el SAPS"® en pacientes sépticos.

El Organ Dysfunction and Infection es una version que recopila todos los métodos

: 2
basados en fracasos de Organos®>.

Se tabula la presencia o ausencia de deficiente
funcionamiento de uno a seis 6rganos: respiratorio, cardiovascular, renal, neurolégico, hepéatico,
y hematolégico, y/o infeccion. Con la validacién realizada a 1.070 pacientes se obtuvo una
ecuacion de regresion logistica que asignaba el valor (peso) a cada diagnéstico. Como en otros
métodos, el coeficiente de determinacién conseguido, entre la mortalidad esperada y la
observada, en la poblacién total es muy elevado r=0.98. Sin embargo cuando se realiza un
andlisis individual caso a caso el coeficiente de determinacion 1* es s6lo de 0.27.

En un estudio realizado con el Multiple System Organ Failure Scoring System™
examinando la relacién entre el valor del score en el primer dia del diagnéstico del sindrome
séptico y la mortalidad a los 30 dias se encontré una gran asociacion lineal. Mediante regresion
logistica, las variables mas predictoras de mortalidad fueron por orden de importancia: fallo
hematolégico, neurolégico, hepdtico, y cardiovascular. La capacidad de prediccion en pacientes
individuales fue del 75% de aciertos. Una limitacién al estudio es el niimero relativamente bajo
de pacientes con fracaso en cinco o seis organos.

Como ya hemos mencionado antes, es conocido que ciertos factores actGan como
reactantes de fase aguda (proteina C reactiva, proteina sérica amiloide, o;-glicoproteina 4cida,
ou-antitripsina, oy-antiquimotripsina, fibrindgeno, haptoglobina, ceruloplasmina, Ci, Cg...etc.).
Se ha asociado su incremento con la mayor probablilidad de supervivencia. Se ha postulado

frecuentemente que el aumento de los reactantes de fase aguda es el mecanismo de respuesta
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beneficioso para lograr la supervivencia y que una defectuosa produccién de estos reactantes, tras
el establecimiento de una sepsis, indica una respuesta inadecuada por parte del huesped. Esto ha
dado lugar al desarrollo de scores que, para cuantificar ¢l estadio de gravedad en la sepsis
incorporan (ademéas de variables fisiologicas, hemodinamicas y demograficas) el incremento de
los niveles plasmaiticos que experimentan estas proteinas de fase aguda en respuesta al dafio
tisular y a la infeccion®".

Dado que la Fn es una de las proteinas de fase aguda que estin relacionadas con los
procesos infecciosos (pertenece al grupo de reactantes negativos, es decir, que experimentan un
descenso en su concentracién), se ha especulado mucho sobre su posible utilidad en el
diagnostico precoz de esta patologia.

Las funciones principales de la Fn estin relacionadas con la defensa del huesped frente a
la infeccion, sirviendo como mediador en la fagocitosis de bacterias por parte de los macrofagos
y neutrofilost713).

La Fn interacciona con los fagocitos en casi todas las etapas de la respuesta inflamatoria

sistémica secundaria a la infeccion'®”

, ejerciendo un efecto atrayente principalmente frente a los
neutrofilos; posteriormente la accion de las proteasas neutrofilicas dan lugar a la produccion de
fragmentos de Fn que tienen afinidad para los monocitos. También actia como un potente
quimiotactico para monocitos y neutrofilos en presencia de 4cido hialurdnico. Asimismo,
favorece la interaccion entre las células fagociticas y las bacterias que han sido opsonizadas por
anticuerpos, lo cual aumenta la actividad bactericida de aquellas.

También colabora con el SRE en la eliminacién de restos de colageno, plaquetas dafiadas

.. ye 1
y tejidos necréticos' 40

La Fn celular tiene un papel importante en las interacciones célula-célula**?.

Otra funcion fundamental es la de colaboracién en el mantenimiento de la integridad
vascular y en la curacion de heridas debido a las interacciones que se producen entre la Fn de la
superficie de los fibroblastos, las mallas de fibrina, el coligeno de la matriz extracelular y el
factor XIII promoviendo el proceso de la coagulacién sanguinea'!'®.

Se ha propuesto que el contenido en Fn celular esta relacionado inversamente con la
tumorigenicidad de las células y que la carencia de esta proteina puede ser un factor de

malignidad"'?. Por otra parte se ha visto que en algunos casos de neoplasias se producen
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trastornos en la Fn plasmatica y que la administracion de Fn in situ limita el crecimiento de
tumores locales"**"*®_ Sin embargo, esta relacién ha sido cuestionada por ciertos autores'*?.

La Fn tiene fundamentalmente una localizacién subendotelial; sin embargo también se
encuentra ampliamente distribuida en las zonas de union de las células de manera que, cuando se
produce una lesién en los tejidos, la Fn y otras proteinas de la matriz quedan expuestas pudiendo
cumplir un papel clave en la adhesion de las bacterias a las paredes vasculares.

Los neutréfilos se adhieren inicialmente a estas dreas expuestas del subendotelio donde
esta la matriz de Fn celular. Mas tarde, estos neutréfilos adheridos al sitio de la inflamacion dan
Jugar a la superproduccién (20 veces superior a la normal) de Fn, la liberan y la depositan sobre
las superficies que atraviesan. Los monocitos también se unen a los tejidos mediante un receptor
que poseen que tiene afinidad hacia una region de la molécula de Fn.

La Fn celular ademas juega un papel importante en la quimiotaxis de los fagocitos debido
al caracter reversible de su union a ellos v a su relacion con elementos del citoesqueleto.

El siguiente paso es la adhesion de los organismos a los fagocitos para ser eliminados. En
este punto, la Fn también tiene un papel crucial mediando la union de determinados gérmenes
gracias a que poseen una serie de regiones con elevada afinidad hacia ciertos receptores
localizados en los organismos invasores.

Y por ultimo, parece que la Fn puede actuar como moduladora de la accion del sistema
del complemento y en concreto en la actividad del receptor para el factor C; y Fc favoreciendo su
capacidad bactericida'?”.

Se ha visto que la Fn puede estar disminuida en determinadas patologias como en casos
de criofibrinogenemia, CID y en pacientes afectos de distintas hepatopatias (cirrosis, hepatitis
cronica activa). El descenso de la concentracién plasmatica de Fn fue mayor en aquellos
pacientes que tenian mas gravemente afectada la funcion hepatocelular, sin distinguir la etiologia
del proceso. En otras situaciones la podemos hallar aumentada como ocurre en pacientes con
ictericia obstructiva debida a carcinomas pancreaticos, en casos de colestasis extrahepdticas,
cirrosis bifiar primaria, sindrome nefrdtico...etc.

En multitud de estudios se ha observado el papel que cumple la Fn como agente de

adhesién. En primer lugar se adhiere a los microorganismos gracias a la existencia de zonas con

gran afinidad hacia un elevado ntimero de microorganismos patogenos. En segundo lugar, la Fn
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tiene la capacidad de unirse a células responsables de su fagocitosis y eliminacién, favoreciendo
el contacto entre ellos y actuando como mediador en la accion del SRE.

La adhesion de microorganismos a la superficie celular mediada por Fn es muy
controvertida.

En general se ha demostrado que la Fn siente mas apetencia por los microorganismos

(154,163,164)

grampositivos que por los gramnegativos , o Obstante existen muchas investigaciones

que apoyan el que la Fn también es capaz de cumplir su papel mediador cuando el germen
responsable de la infecci6n es un gramnegativo(m).

Se ha visto que cuanto mas ricas son las células en Fn insoluble dispuesta sobre la
superficie celular, mayor es la adhesién a ellas que experimentan los microorganismos. La
correlacion es mejor con cepas de bacterias grampositivas que con gramnegativas“ﬁ"). La
adhesion también es dependiente del tiempo y del mimero de células con el que estemos

trabaj ando®?.

Sin embargo, al tratar de enriquecer la superficie de tejidos en cultivo con Fn soluble
concentrada, el comportamiento difiere entre grampositivos y gramnegativos. Se conseguia

(163,164)

favorecer la unién de microorganismos grampositivos , pero se inhibia la unién de los

. . . 162 .. - r
gramnegativos de manera dosis dependiente®*6216418) " Agimismo segin Woods después de
tripsinizar células provenientes de la cavidad oral se promovia la unién de bacilos gramnegativos

(184)

como P.aeruginosa* ", quiza debido a que se eliminacion de los impedimentos estéricos que

obstaculizaban su adhesion.
La unién de S.aureus a Fn o c¢élulas endoteliales no depende del contenido de la pared

celular en proteina A o 4cidos teicaicos!'*?

, mas bien parece dependiente de una proteina de la
superficie de las bacterias, ya que el tratamiento de la bacterias con proteasas disminuye, de
manera importante, la capacidad de adhesion. También se demostrd que esta cualidad desciende
mucho en cepas bacterianas que poseen una capsula rica en carbohidratos como las cepas M de
S.aureus.

El pretratamiento de cepas de S.aureus con suero o Fn purificada favorece 1a adhesion a
células endoteliales, lo cual sugiere la existencia de interacciones Fn-Fn.

Existe la teoria de que la Fn puede favorecer la colonizacion diferencial de distintos

tejidos por las bacterias al mostrar distinta apetencia hacia ellas; por ejemplo, parece ser que la
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Fn plasmatica se dispone sobre la superficie de las células epiteliales de la cavidad oral
bloqueando la unién de bacilos gramnegativos como E.coli o Pseudomonas aeruginosa de
manera dosis dependiente("’o’m’l“"m. Se ha constatado que la eliminacion de la Fn de la
superficie de células epiteliales de la cavidad oral, que presumiblemente ocurre como resultado
de la acci6n de proteasas secretadas en estados sépticos, promueve la adhesion y colonizacion
por parte de microorgamismos gramnegativos del tracto respiratorio superior!'*1%9), Por otro
lado Vercellotti'®® también especuld acerca del tropismo observado en Jos casos de endocarditis
y sugirié que la Fn podia estar relacionado con la capacidad de determinadas bacterias para
adherirse a las células endoteliales de las valvulas cardiacas; de tal forma que las cepas de
S.aureus y S.sanguis, frecuentemente aisladas en casos de endocarditis, son las que muestran
mayor apetencia por este tipo de sustratos, a diferencia de los microorganismos gramnegativos.

En la unién selectiva de microorganismos a los vasos sanguineos, ademas de la Fn, otras
proteinas de la matriz pueden servir como sustratos, son la laminina o el colageno tipo IV
-—glicoproteinas sintetizadas por células endoteliales ¢ incorporadas en sus matrices
extracelulares— que también ejercen un papel importante en la adhesién bacteriana'®®.

Es concebible, pues, que la Fn local pueda jugar un importante efecto modulador en la
determinacién de la ecologia de la cavidad orofaringea y en el establecimiento de procesos
infecciosos.

En cuanto al papel que puede tener la Fn plasmadtica en el diagndstico y monitorizacién
de estados sépticos se han realizado numerosas investigaciones tanto en modelos animales como
en humanos.

En los modelos animales se ha observado que no existe uniformidad en el
comportamiento de la Fn. Esto puede ser debido a la variabilidad en las especies estudiadas, a los
diferentes métodos de medicion de Fn (actividad funcional o inmunorreactividad), al tipo de
sepsis 0 endotoxemia provocada, a variaciones en el tiempo de muestreo...etc. Ademas, en
general, la correlacion entre modelos animales y estudios en enfermos humanos es muy limitada.
La fase de estudio en modelos animales es muy importante, sin embargo las condiciones de este
tipo de investigaciones son relativamente puras, no hayandose influidos por las multiples

variaciones fisiologicas encontradas en los estudios con humanos.
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Las concentraciones de Fn plasmatica determinadas mediante bioensayo o por métodos
inmunorreactivos no se correlacionan entre si, ni con la actividad biologica in vivo esto puede ser
debido probablemente a que la Fn puede ser procesada por las proteasas a fragmentos
biologicamente inactivos o inhibidores, los cuales mantienen su actividad antigénica in vitro'®?,

La mayoria de las investigaciones con animales han demostrado que mientras Ia
instauracién experimental de una sepsis puede estar asociado con un descenso agudo en las
concentraciones de Fn plasmatica, este descenso es seguido por un rapido aumento de la
concentracion de Fn a valores normales en 24 horas o incluso supranormales en 48 horas®”. E]
“rebote™ en las concentracién de Fn puede ocurrir, en algunos casos, a pesar del deterioro clinico
del animal. Este es un hecho distinto a lo que se ha descrito en la mayoria de los trabajos en
pacientes sépticos.

Se han propuesto tres posibles mecanismos rapidos de replecion de la Fn plasmatica: uno
es la mobilizacién de la Fn preformada unida a la superficie celular, otro seria modificaciones
postranscripcionales de un precursor de Fn plasmatica y por ultimo, el tercer método, seria la
sintesis de novo por porte de las células responsables.

Velky"®” y Grossman® en sus estudios cinéticos de Fn en sepsis sugieren que los
cambios en la concentracion de Fn son mas dependientes de cambios en la velocidad de sintesis
de Fn que de la velocidad de consumo o destruccién de la Fn.

En un trabajo realizado por Pussell er al'™ se estudié la cinética de la Fn usando Fn
marcada con un radioisétopo y se demostré que lo que ocurre es mas una disminucion de la
sintesis que un aumento en el catabolismo de la Fn.

Novo y Ais"*® trabajando con ratas a las que se les habia inoculado intraperitonealmente
una cepa de E.coli, provocandolas una peritonitis aguda, observaron que la concentracién en Fn
plasmatica descendia de manera significativa respecto a la determinacion basal en una hora. En
determinaciones posteriores se mantuvieron niveles bajos hasta la muerte. Por el contrario, en las
ratas controles no se observaron cambios en la concentracion de Fn respecto a la basal en ningun
momento del estudio. En otro trabajo realizado por Ais (Tesis Doctoral) demuestra que en casos
de pancreatitis aguda necrohemorragica provocada mediante técnica laparoscopica en ratas, no
existe diferencia significativa en los niveles de Fn plasmatica entre el grupo de casos y el grupo

de controles!*®,
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McCafferty y Saba‘®"

encontraron que, en ratas, la inyeccion intravenosa de S.aureus
producia un descenso transitorio en la Fn plasmatica ademas de en el factor C; del complemento,
seguido de un aumento rebote en la Fn pero no en el Cs.

Grossmann y colaboradorest'*®

observaron que en conejos a los que se les provocaba la
reaccién generalizada de Shwartzman mediante la administracién de dos dosis intravenosas del
lipopolisacarido endotéxico de E.coli (LPS), y en ratas a las que se les provocaba la formacion
de abscesos intraabdominales mediante ligacién cecal y perforacién con el consiguiente
desencadenamiento de un estado séptico, aparecia una disminucidn precoz postoperatoria en los
niveles de Fn plasmatica, seguida de un aumento significativo por encima de los valores
normales, incluso cuando a los animales se les diagnosticara una CID, se encontraran claramente
en estado séptico, y fallecieran.

Por el contrario, Velky et al"®" encontraron aumento, méas que disminucién, en las
concentraciones plasmaticas de Fn tras ligacion cecal y perforacion en ratas.

Estudios realizados en monos con CID relacionada con la Fiebre de las Montafias
Rocosas se demostro prolongados descensos en Fn plasmatica’’*,

No esta claro si las diferencias detectadas son debidas a las especies usadas o al tipo de
sepsis provocada, o a otros atributos del modelo empleado.

Establecer la relacion entre la concentracion de Fn plamatica y las funciones fagociticas
de SRE durante sepsis o endotoxemia ha sido dificil. Loegering v Schneidkraut’®® observaron
que las ratas que recibieron un inéculo con la endotoxina de £.coli mostraron disminucién de la
actividad fagocitica por el RES pero no hubo cambios en las concentraciones de Fn plasmatica
medidas por bioensayo. Por ¢l contrario la administracion de indculos pequefios de endotoxina
(cinco inyecciones diarias) produjeron un aumento en la actividad fagocitica de RES, pero los
niveles de Fn (mediante bioensayo) se mantuvieron semejantes a los controles.

De igual manera, Kaplan er al''®" encontraron que los casos de bacteriemias por E.coli en
ratas se asociaban a una disminucién de la actividad fagocitica del RES, mientras que las
concentraciones de Fn podian aumentar o no cambiar.

Richardas y Saba'"*® observaron que dosis repetidas subletales de la endotoxina de E.coli

en ratas producian un aumento transitorio en la imnunorreactividad y bioactividad de la Fn
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sérica. También detectaron un aumento en la actividad fagocitica del RES después de que los
niveles de Fn plasmatica hubieran vuelto a la normalidad.

Algunos estudios han investigado el efecto de la deficiencia en Fn o el efecto del
tratamiento profilactico con Fn en la fisiologia y el resultado en modelos animales de sepsis o
endotoxemia. En este sentido, Kaplan® 8 demostré que un pequefio nimero de ratas inoculadas
con Fn purificada de rata antes de someterlas a la endotoxemia o bacteriemia experimental con
E.coli manifestaron un aumento en la supervivencia al compararlo con los controles, pero la
diferencia no era significativa.

Auvkburg y Kalplan(3 *) encontraron que la terapia profildctica con Fn de rata no mejoraba
la supervivencia en ratas sometidas a ligacion cecal o perforacion y la consiguiente sepsis
intraabdominal.

Lanser y Saba®” observaron que las ratas cuyos niveles de Fn plasmatica habian sido
reducidos por el tratamiento con un antisuero antifibronectina, tuvieron un aumento de la
mortalidad tras el indculo con S.aureus al compararlo con los controles, a los cuales no se les
habia deplecionado sus niveles de Fn. En el mismo estudio los animales controles que murieron
tuvieron niveles de Fn significativamente mdas bajos que los animales controles que
sobrevivieron. Estos autores también detectaron un aumento eventual en la concentracién de Fn
plasmatica tras la peritonitis experimental y postularon que este incremento representaba una
respuesta de adaptacién y proteccion frente a la sepsis.

Lurton ef af*® han demostrado una reduccién significativa en la mortalidad (15%) en
ratas con peritonitis por S.fyphimurium que habian sido pretratadas con Fn. Las diferencias en
cuanto a mortalidad no llegaron a ser significativas en un modelo de endotoxemia en ratas
estudiado por el mismo grupo™”, no pudiendo demostrar mejoria bioquimica?”, ni aumento en
la actividad fagocitica del RES™ en animales pretratados con Fn.

En cuanto a las investigaciones realizadas en humanos a diferencia de los modelos
animales, las sepsis nunca son hallazgos aislados sino que suelen ir acompafiados de otras
enfermedades de base.

Habitualmente los estudios realizados en humanos se han hecho en poblaciones
heterogéneas o en pacientes criticos cuyos problemas, junto con (0 como resultado de) la sepsis,

incluian otras complicaciones como hemorragias, CID, malnutricion, FMO. Ademas de las
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diferentes definiciones de sepsis utilizadas en los trabajos, los grupos de pacientes estudiados
suelen ser muy heterogéneos en cuanto al foco probable de infeccidn, la flora encontrada,
tratamiento instaurado, tiempos de extraccion, técnica de medicién, rango amplio en los valores
normales y la falta de definicion de concentraciones anormales...etc., lo cual hacen que las
comparaciones entre estudios sean dificiles.

La mayoria de las investigaciones en humanos han demostrado que, en situaciones de
sepsis la Fn disminuye en los periodos precoces de la enfermedad tanto en los pacientes que se
recuperaron como en los que fallecieron.

En estudios de evolucién, se ha visto que, en general, los pacientes que superaban el
proceso séptico recuperaban los niveles normales de Fn plasmatica, a diferencia de lo que ocurria

en los que fallecian, que mantenian las bajas concentraciones de Fn hasta el fina]CH 137 138,188,196
213)

@ proponen que niveles bajos de Fn, combinado con leucocitosis y

Koening, y Patterson
un aumento de cayados o formas leucocitarias inmaduras suponen una herramienta util en el
diagnéstico de infecciones bacterianas importantes en nifios.

En algunos ensayos clinicos se ha investigado el efecto de la terapia con concentrado de
Fn obteniendo resultados muy controvertidos (Tabla 18).

El fallo de la terapia con Fn en pacientes sépticos™®, en principio, no nos sorprende ya
que gran parte de las interacciones positivas de los macréfagos y neutréfilos con la Fn pueden
ocurrir con Fn insoluble de los tejidos y no requiere la presencia de Fn soluble. Por otra parte el
hecho de la disparidad de resultados obtenidos en los estudios en cuanto al posible efecto
beneficioso de la administracién de plasma fresco o crioprecipitado podria explicarse por las
diferencias en el tiempo de consevacién del crioprecipitado. Segin Blumenstock et af'*” la
actividad opsoninica de la Fn en el crioprecipitado guarda una relacién inversa con el tiempo de
conservacion. Asi, la congelacion durante dos meses, a pesar de ser a -80°C, ya disminuye su
capacidad opsonica. Los autores que han empleado crioprecipitado de menos de un mes de
conservacién han obtenido efectos beneficiosos®™!*®.

Para finalizar, pienso que debemos corregir nuestra incapacidad actual para introducir en

la practica clinica nuevos términos celulares y moleculares que traduzcan el caudal ingente de
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conocimiento biolégico adquirido en la ultima década sobre los mecanismos bésicos de relacién

microorganismo-huésped.
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Tabla 18. Estudios en humanos en los que se empleé Ia Fn como terapia de sepsis.

AUTOR

Grossman ef al(mj "

Lundsgaard-

Hansen et al®¥

Stevens et all'*®

Todd et al®®

Hesselvik er al®>

Brodin et al®!»

RESULTADQ
N® CAMBIOS . SUPERVIVENCIA (%)
PAC TIPO DE PACIENTE [F1]JTRATAMIENTO FISIOLOGICOS ~ TRATAMIENTO CONTROL
" UCI, FMO (la mayoria " CP(10 unidades); )
49 son sépticos) Repeticion <3 veces Ninguno 26 32°
Sepsis intraabdominales  Fn purificada humana
72 (0.8g/dia); 5 dias No se estudié 73 62"
CP(10unidades/dia}
31 Sepsis quirtirgicas durante 4 dias Ninguno * 75 42}
CP diario hasta mantener
78  Sepsis quirirgicas niveles de 280ug/mL No se estudié 55 63’
1.7 u 1.3 g de Fn {en CP}
28  Shock séptico en 24 horas Ninguno 86 50!
23 LMA Dosis miltiples de CP Si efectos clinicos

" CP = crioprecipitade; Fn = fibronectina; LMA % leucemia mieloide aguda.

*Diferencia no significativa.

YAunque fos autores describen mejoria eit 12 fiuncitn hepética, pulmonar y renal, los cambics no son significantes.

§ Diferencia significativa {p < 0.05).

“Diferencia significativa (p = 0.05) a las dos semanas.

NOISNOSIA
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CONCLUSIONES

Las conclusiones parciales que podemos definir a partir de los resultados obtenidos

en nuestro estudio son:

1%. La concentracion de Fn plasmatica es un marcador diagnostico que refleja el
estado clinico del paciente séptico. En efecto los niveles medidos en los Casos al comienzo
del proceso séptico son inferiores y se diferencian estadisticamente de los obtenidos en el

resto de los grupos Controles.

2%. Los niveles de Fn plasmitica constituyen un indicador fiable que distingue los
sujetos sanos de los enfermos, toda vez que las concentraciones de Fn plasmatica obtenidas
en los Confroles Sanos son superiores y se diferencian de manera estadisticamente
significativa de los hallados en ¢} grupo de Casos Sépricos y de los medidos en el grupo de
Controles de Patologia Variada También son mds elevadas en los sanos que en el grupo
Control Fiebres Aisladas, aunque en este caso la diferencia no llega a ser estadisticamente

significativa.

3. La concentracion de Fn plasmitica es un indicador de evolucién.
Recomendamos que se realice una segunda medicion dos dias después del diagnéstico en la
que, si el paciente esta respondiendo bien al tratamiento, ya encontraremos niveles dentro del
rango normal. En nuestro estudio observamos que la concentracion de Fn media obtenida en
la primera extraccion de Fn realizada a los Casos que fueron dados de alta, es

estadisticamente inferior a las obtenidas en la segunda y iiltima extracciones.

4*. La ausencia de modificacion de valores permanentemente bajos es un signo de
mal pronéstico toda vez que los niveles medidos en los Casos que fallecieron permanecieron
disminuidos durante todo el periodo de estudio, aunque dado €l pequefio tamafio de muestra,

no fue posible verificarlo estadisticamente.
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5°. Son suficientes dos mediciones para fijar el criterio indicador ya que no se
detecta diferencia estadisticamente significativa entre la segunda y la ditima extraccion de Fn

plasmatica practicadas en los Casos que superaron la enfermedad y fueron dados de alta.

6*. Desde el punto de vista etiolégico, el comportamiento de los niveles
plasmaiticos de Fn en el momento del diagnéstico, fue inespecifico. No detectamos
diferencias estadisticamente significativas independientemente de que se aislase un

microorganismo grampositivo, gramnegativo o los cultivos fuesen negativos.

7°. Recomendamos el empleo de dos puntos de corte. Un umbral inferior de 150
ug/mL, por debajo del cual, con una Sensibilidad del 83.72% y una Especificidad del 81.82%,
nos seleccionaria los pacientes sépticos del resto de enfermos con otras patologias o
individuos sanos. El segundo punto de corte recomendado seria un umbral superior de 200
pg/mL, por encima de! cual, con una Sensibilidad y Especificidad del 80.00 y 81.82%
respectivamente, se encontrarian los sujetos sanos y con valores menores estarian los

enfermos en general (sépticos o no).

8. Demostramos la existencia de correlacion estadistica y de tendencia lineal entre
el Score propuesto y la concentracion plasmidtica de Fn. Tras la codificacion de las
variables constatamos la existencia de correlacién inversa entre los valores del Score v los

niveles de F'n plasmdtica, obteniendo una ecuacion de la recta con pendiente negativa.
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ANEXO 1

DIAGNOSTICO DE FRACASO DE ORGANOS®™

+ Se diagnostica Fracaso de Un Organo (FUQ) si el paciente tiene uno ¢ mds de los
siguientes signos durante un periodo de 24 horas, FUQ existe en ese dia.

** Se diagnostica Fracaso Multi Orgdnico (FMO) cuando se produce el fracaso en mds de

uno de los sistemas:

Fallo Cardiovascular. Cuando se cumplen dos o mas de los siguientes signos:
A. Frecuencia cardiaca menor de 54 latidos/minuto.
B. Presion Arterial Media <49 mmHg.
C. Taquicardia Ventricular y/o Fibrilacion Ventricular.

D. pH sérico menor de 7.24 con Pa CO; menor de 49mmHg.

Fallo Respiratorio. 2 6 mas de:

A. Frecuencia respiratoria menor de 5/min o mayor de 49/min.
B. Pa CO; mayor de 50 mmHg.
C. Aa DO; mayor de 350 mmHg.

D. Ventilacion mecanica en el 4° dia de fallo organico (no valen las primeras 72h)

Fallo Renal. 2 6 mas de:

A. Volumen de orina menor de 479 m}/24h 6 159 ml/8h.
B. BUN sérico mayor de 100mg/100ml.

C. Creatinina sérica mayor de 3.5 mg/100ml.

Fallo Hematologico. 2 6 més de :

A. WBC menor de 1000/mm’

B. Hematocrito menor de 20%.

C. Plaquetas menor de 20.000/mm’.

Fallo Neurol6gico.

A. Glasgow Coma Score menor de 6.

Fallo Hepatico.
A. TP mayor de 4 sg sobre el control (en ausencia de anticoagulacion).

B. Bilirrubina mayor de 6 mg%.
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APACHE 1 (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation). Seore con variables fisiolégicas y anormalidades de Laboratorio. A-a DO;, diferencia de
tensién de oxigeno alveolo-arterial; WBC, recuento de células blancas sanguineas; BUN, nitrégeno uréico sanguinco.

8 5 Pulso 0} 1 5 7 13 17
<10 40-49 50-99 latidos/mn 100-109 110-119 120-139 140-154 »153
23 15 7 | 6| Presién sangiines media ¢ 4 7 9 10
20 13-
<39 40-5% 60-69 79 80-99 mm/Hg 100-119 120-129 |0 |=140
10 16 13 3 2| 0 Temperatura 4
k32,9 33-334 3315339 34-349 35.359 36-39.9°C =40
-En pacienies con respiracion artificial 17 8 7 0 *Indice Respiratorio 6 9 11 18
1o s¢ les da ningiin punto cuando el <5 4-11 :i 14.24 respiraciones /mn 25-34 35-39 45-49 =50
Indice Respiratoric estri entre 6y 11, i
15 5 2| Pa0j0
<40 50-69 70-79 >80 mmHg
0 =*AaDO, 7 9 11 14 | sx g2 DOy s6lo se debe
<100 100-249 | 250-349 | 350-49 [|>500 3?3':: g";‘“"‘ con
331 Hematocrito 0 |3
[<40.9 41-49% >50
19 5 WBC 0 1 5
<10 1029 3.0-19.9 cwfmm? 20-249 >25
L inina s/FRA] 4 7
:J UM - relt:::l!l I . *#4 Sr define Fracaso Renal Agudo (FRA) cuando
: o B >1 la creatinina > 1.5 mg/dia v la diuresis es <410
204 05 14 mpidl, L3L2 nL <c/dia sin estar sometido a dralisis ¢rémica
0 “**Creatinina /FRA 10
0.132 molidi. #133
01 4 mghll, Y
15 8 7 5 q Diuresis ¢ 1
600- M- 1500- f
<399 400-599 pond 1199 1% 200-3999 ce/dia >4000
0 BUN 2 7 1 P2
<6 [mmoldl. 62-7.1 72941 144285 |> 186
<169 mghl. i 19 2039 a7 >80
3 2 O Sodio 4
<119 :322‘ i35-154 mEqQ/L =155
11 6 0 Albimina 4
<ig 1024 25- 44, )
<19 20-24 13-94giL > 4.5
0 Rilirrubing 5 6 8 16
< 34 memold- 3551 s2-es 86135 =136
<19 mpAdl. 2024 104y 56-72 = R0
#GI 39
il I T IR T 0Glucosa | 3 5
P <1t frzas 3401t mmols ul. IS SLENN EYEE
cntre 40y 59 <y |30 50199 mgidl. e s | >0

¢ OXINY
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APACHE III. Score para las anormalidades Acido/base.

pCO?/pH | <25 [25- <3([30- <3535- <4040~ <45/45- <56(50- <5555- <60| >60

¢ OXHNV
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SAPS 11 (Simplified Acute Physiology Score); F102: fracci6n inspirada de oxigeno: kPa: kilopascal; SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.

Variable Puntos 26 ) 13 | 12 11 | 9 7 6 4 3 2 0 4
e G 5 2 T f

70-119

Bilirrubina mi;rq_m__o_l/L

mg/dL
Cancer

metastasico

¢ OXHUNV
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Variables y definiciones para el SAPS II.

. N° células blancas El peor recuento (alto o bajo) de leucocitos de acuerdo con |
el score, |

Enfermedad h | E Del tipo de leucemia, linfoma, o mieloma multiple.

maligna |

! Pacientes que seran operados en las siguientes 24 horas.
* Pacientes cuya operacion se programa para dentro de mas de 24 horas.
* Pacientes que no serin operados por lo menos en una semana.

¢ OXHINY
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MSOF (Multiple Systent Organ Failure Scoring Systent). Ejemplo de Score basado en el recuento del
niimero de 6rganos que fracasan.

1.Sistema Respiratorio: dependencia de un respirador artificial con un gradiente alveolo arterial superior a 250
mmHg o shunt pulmonar mayor del 20%.

2. Sistema Cardiovascular: agenres adrenérgicos para menteer la MAP >55 mm Hg en auisencia de
hipovolemia (PAWP>6mm Hg).

3. Sistema Renal: creatinina >300 pmol/L.

4. Sistema Hepético: Bilirruvina >60 mmol/L o fosfatasa alcalina >350 U/L.

5. Sistema Gastrointestinal: sangre fresca de la sonda nasogéstrica y/o memlena o sangre fresca en el recto
acompafiada por una caida en la hemoglobina >20 g/L que requiere al menos dos concentrados de hematies en
24 horas.

6. Sistema Hematolégico: uno omés de los siguientes criterios: recuento de células blancas en sangre
periférica <2.0 x 10%/L, recuento de plaquetas <40 x 10°/L ; o pruebas de coagulacién anormales gue sugieran

| el desencadenamiento de una CID (Tiempo de Protrombina >2 INR, PTT >2 normal, y PDF>10 mg/L).

7. Sistema Nervioso Central: Glasgow Coma Score <10 o disminucién de més de tres puntos si existe lesion
en ¢l Sistema Nervioso Central.

¢ OXANV



ANEXO 3

En este Grafico obtenemos un area Bajo la Curva (AUC) del punto de corte que
distingue a los casos (pacientes sépticos) del resto de controles (sanos y enfermos con otras
patologias) y corresponde a 150 pg/mL.

Fn <150
5=83.72% VPP=81.82%
E=8182% VPN=8372%

sé NS BiL MD( )
[ %) B - )
- o

0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
1-ESPECIFICID AD(%)

En este grafico obtenemos el AUC del punto de corte que discrimina los sujetos
sanos del resto de enfermos (sépticos 0 no). Su valor es de 200 pg/ml..

Fn <200
$=8000% VPP=9286%
E=8182% VPN =58.07%
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