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TTrRODUCCION. El seguimiento clinico de los pacientes
sépticos presenta numerosas dificultades debido a la
presencia de enfermedades de base o la aparicién de
conplicaciones. En la practica diaria el clinico necesita
conocer lo antes posible la respuesta del organismo tras
la instauracién de un tratamiento antibidtico empirico.
Este hecho impulsa a la bisqueda constante de nuevos
biomarcadores capaces de indicar o, por lo menos
orientar, sdbre la situacién, a tienpo real, del paciente
infectado.

ILa fibronectina es una proteina cuya concentracién
plasmatica ha mostrado ser una buena herramienta en el
diagnéstico precoz de la sepsis; por tanto, nos
planteamos su posible empleo en la monitorizacidén clinica
de este tipo de pacientes.

MaTerIAL. Se disefla un estudio de seguimiento de la
concentracién plasmitica de fibronectina en pacientes
sépticos ingresados en el hospital de Segovia durante los
meses de febrero a agosto de 1995. Como grupos de
comparacién se preparan dos: uno constituido por
controles de patologia variada y otro de controles sanos.
ReEsvunTAaDOS. Aplicando la prueba de comparaciones
miltiples de Bonferroni, se muestra que la fibronectina
plasmatica se comporta como un reactante negativo de
fase aguda cuya concentracidén se mantiene
practicamente indetectable en el tiempo mientras el
paciente no mejora y que cuando el tratamiento es
eficaz, dos dias después, ya se obtienen incrementos
significativos.

ConcLusIOoNES. La concentracidn plasmatica de fibronectina
como determinacién aislada o formando parte de un
sistema de score podria tener utilidad en el seguimiento
clinico de los pacientes sépticos.
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Plasmatic concentrations of fibronectin as marker of clinical
course among septic patients

TTropUCTION. It is difficult to follow up the patients with
sepsis because of the underlying pathology or the
presence of complications. The attending physician
needs to know as soon as possible the response to the
antibiotic therapy. Is therefore necessary to find real
time biological markers that will help to understand the
clinical situation of the infected patient.

It has been demonstrated that fibronectin (Fn) is an
early marker of sepsis, so it seemed plausible its use in
the clinical monitoring of the septic patient.

MaTerIAL . We have used plasmatic concentrations of Fn in
the follow up of sepic patients admitted to the Hospital
de Segovia from February to August, 1995. There were
two control groups: one of healthy volunteers and
another of varied pathology.

ReEsuLTS . We have applied the multiple comparison rule of
Bonferroni to demonstrate that plasma Fn is a negative
acute phase reactant, with almost undetectable levels
while the patient is in critical condition. 2An effective
treatment prompts plasma Fn to rise significantly within
two days.

Discussion. Plasma Fn concentration by itself or in an
score system could help in the follow up of the septic
patients.

Key words: Sepsis, clinical evolution, biological merkers,
early marker, fibronectin.

Introduccion

Se define el término sepsis como la respuesta sistémica
del organismo ante la agresién provocada por un agente
infeccioso. Esta es la causa mas frecuente de muerte en
las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) de pacientes
no coronarios cuya morbilidad y mortalidad va en aumen-
to. La reciente y masiva aparicion en determinadas pobla-
ciones de pacientes en las que antes esta entidad se pre-
sentaba esporadicamente se ha relacionado con cambios
demogréficos, con el empleo de firmacos inmunosupreso-
res y con el indiscriminado consumo de nuevos antimicro-
bianos muy potentes y de amplio espectro, que han crea-
do resistencias a los antibiéticos clésicos.

El diagnéstico clinico de sepsis® progugnado por la
American College of Chest Phisicians/Society of Critical
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Care Medicine (ACCP/SCCM) se basa en la aparicién de
un cuadro de sindrome de respuesta inflamatoria sisté-
mica (SRIS) originado por la invasion sistémica de un
microorganismo. Se estima que la bacteriemia se confir-
ma mediante cultivo tan sélo en el 45%-48% de los
pacientes sépticos?, y que en uno de cada siete pacientes
no se consigue aislar el patégeno causal de la infeccién
debido al caracter intermitente de la bacteriemia, asi
como a que en muchos casos los pacientes ya han sido tra-
tados con algiin antibiético de manera empirica con dosis
capaces de inhibir el crecimiento in vitro sin conseguir
erradicar el microorganismo in vivo. Asimismo, el hecho
de que los cultivos microbiolégicos tarden como minimo
dos dias en aportar informacién ha provocado el caos
actual en cuanto a manejo de la antibioterapia.

En el momento en el que un microorganismo lesiona un
tejido se produce el desprendimiento de productos bacte-
rianos que desencadenan una serie de acontecimientos de
naturaleza inflamatoria: 1a cascada de las citocinas 39, los
reactantes de fase agudal®, los metabolitos activos del
complemento y los sistemas de coagulacién. La secrecién
de ciertas citocinas como la interleukina-1(IL-1) y el fac-
tor de necrosis tisular (TNF-o) hace que se modifique la
resistencia y la permeabilidad vascular, el rendimiento
cardiaco y la funcién de la médula ésea. E1 aumento de
TNF-o e IL-1 es un fenémeno de corta duracién pero
estas dos citocinas proinflamatorias estimulan la produc-
cién de otras que son las encargadas de perpetuar la cas-
cada de la inflamacién. Particularmente importante es el
desprendimiento local del IL-8, la cual activa a los neu-
tréfilos que causan dano tisular y disfunciéon orgénica.
Otros mediadores liberados son IL-6, factor activador de
plaquetas, prostaglandinas y leucotrienos. Por otro lado,
también se produce la salida al torrente circulatorio de
sustancias anticitocinas especificas como son IL-4 e
IL-10, que tienen accién fundamentalmente antiinflama-
toria disminuyendo la sintesis de IL-1 y TNF-a.

Otra de las funciones de las citocinas es la de producir
las senales necesarias en el higado para que los hepato-
citos comiencen a sintetizar las proteinas de fase aguda,
que son la primera linea de defensa humoral antes de la
reacciéon inmunitaria, actuando como controladores de
la difusién de la inflamacién.

El manejo de las citocinas presenta un problema adi-
cional que consiste en la corta vida media que tienen,
produciendo una gran variabilidad en el analisis.

La medicién de estas sustancias liberadas puede ayu-
dar a diagnosticar la presencia de una inflamacién y
monitorizar los cambios durante la actividad inflamato-
ria. Debido a que muchos procesos diferentes estan rela-
cionados con algun tipo de inflamacién suele ser necesa-
rio el empleo de una bateria de pardametros cuya inter-
pretacién es muy compleja.

Por tanto, continuamente se estan investigando nuevos
biomarcadores que con la mayor fiabilidad ayuden a
monitorizar mediante extracciones seriadas la situacion
clinica de los pacientes sépticos, ya que cuando el estado
clinico esta muy comprometido, incluso médicos muy
experimentados no pueden asegurar si la sepsis ha sobre-
pasado el umbral de curacién!!.

La fibronectina (Fn) es una proteina de elevado peso
molecular que desde hace mas de una década se relacio-
na con la infeccién'?'®. Es conocido el importante papel
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que desempeiia la Fn, tanto en su forma soluble en el
plasma como en su forma ligada a la superficie de las célu-
las formando parte del citoesqueleto, cumpliendo numero-
sas funciones relacionadas con la defensa ante la agresion
de agentes extranos y actuando como mediador en la fago-
citosis de bacterias por parte de los macréfagos y neutré-
filos?. La Fn interacciona con los fagocitos en casi todas
las etapas de la respuesta inflamatoria, ejerciendo un
efecto atrayente principalmente frente a los neutroéfilos.
Posteriormente la accion de las proteasas neutrofilicas da
lugar a la produccién de fragmentos de Fn que son qui-
mioatrayentes para los monocitos y los neutréfilos en pre-
sencia de acido hialurénico. 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 aquéllas. También colabora con el
sistema reticulo-endotelial en la eliminacién de restos de
coldgeno, plaquetas dafiadas y tejidos necréticos?!. Otra
funcién que realiza es la intervencién en el mantenimien-
to de la integridad vascular y en la curacion de heridas
promoviendo el proceso de la coagulaciéon sanguinea??

El objetivo del estudio es mostrar la utilidad de la
medicién de concentraciones seriadas de Fn plasmaética
como marcador de evolucién clinica en pacientes sépticos.

Material y métodos

Diseiio del estudio

Se disefia un estudio prospectivo durante los meses de febrero a
agosto de 1995 en el Hospital General de Segovia segun el cual todas
las peticiones de hemocultivos solicitadas al laboratorio de
Microbiologia vienen acompanadas de una extraccién de plasma
heparinizado que se congela a —40°C para posterior determinacién de
Fn plasmatica. De todos los recibidos, se seleccionan como casos los
pacientes que cumplen los criterios diagnésticos de sepsis propugna-
dos por la ACCP/SCCMY, es decir, cuadro de SRIS de probable origen
infeccioso que se evidencia cuando en un paciente se dan dos o mas
de los siguientes signos: a) temperatura corporal superior a 38°C o
inferior a 36°C; b) frecuencia cardiaca mayor de 90 latidos/minuto; c)
frecuencia respiratoria superior a 20 respiraciones/minuto y d)
recuento de leucocitos superior a 12.000/mm?, inferior a 4.000/mm? o
més de 10% de cayados en la férmula leucocitaria.

A los pacientes seleccionados se les programa un muestreo de
extracciones seriadas para medicién de Fn plasmatica dos dias des-
pués, y posteriormente cada cuatro dias hasta que se considera que
el proceso séptico ha remitido o el paciente fallece.

Se excluyen del estudio todos los pacientes en los que el cuadro
séptico se resuelve antes de haber realizado al menos tres extraccio-
nes (incluida la que acomparia al hemocultivo) para medicién de Fn
y aquéllos en los que el clinico sospeche que el cuadro de SRIS es
debido a otra causa no relacionada con la infeccion.

En el anadlisis estadistico sélo se tienen en cuenta los resultados
obtenidos en la primera, segunda y tltima extracciones de cada caso,
descartando los resultados de las mediciones intermedias.

Al mismo tiempo se preparan dos grupos de controles: uno formado
por individuos sanos (CS) a los que se les practica una tinica extraccién
para la cuantificacién de concentraciones de Fn y un grupo de contro-
les de patologia variada (CPV) compuesto por pacientes ingresados por
diferentes motivos no relacionados con la etiologia infecciosa, a los que
se extrae dos muestra de sangre con un intervalo de 5 dias aproxima-
damente para conocer la variabilidad en intervalos de tiempo similares
a los del muestreo que se va a utilizar en el grupo de casos sépticos.

Las muestras se centrifugan inmediatamente y se congelan a
—40°C para realizar la determinacién de Fn en grupos de aproxima-
damente 50 determinaciones, midiendo en cada ocasién pacientes
completos.
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Cultivos microbiolégicos

1. Hemocultivos: en todos los casos se extraen hemocultivos que se
procesan mediante el sistema Bactec.

2. Otros cultivos: técnicas y medios habituales en el laboratorio de
Microbiologia del Hospital de Segovia.

Medicion de las concentraciones plasmaticas
de Fn en las muestras congeladas

Las determinaciones de concentraciéon de Fn plasmaética se reali-
zan en el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina
de la Universidad Complutense de Madrid empleando un nefeléme-
tro N100 de Behring. El limite de deteccién de la técnica es 80 pg/ml.

Analisis estadistico

Se emplea el paquete estadistico SPSS ver. 9.0.

La hipétesis nula planteada es “que la media de Fn plasmatica
obtenida en la primera extraccion, es decir, en el momento del diag-
néstico clinico de sepsis, es inferior a la del resto de mediciones cuan-
do los pacientes evolucionan favorablemente, y por el contrario la
concentracién se mantiene permanentemente baja mientras los
pacientes no responden al tratamiento instaurado”.

Se contrasta la diferencia de medias de Fn por grupos con el ana-
lisis de la varianza de un factor y se corrige la significaciéon por la
prueba de Bonferroni. Se rechaza la hipétesis nula en todas las prue-
bas para error o < 0,05, expresando los resultados en media, error
estdndar e intervalo de confianza para el 95% (IC 95%). Las varia-
bles cualitativas se resumen en su distribucién de frecuencias y se
comparan con la prueba exacta de Fisher o y2. Se aplica la “t” de
Student para datos apareados en la dos tomas seriadas practicadas
a los controles de patologia variada.

Resultados

Descripcion de los grupos

Controles voluntarios sanos

Grupo constituido por 22 trabajadores voluntarios
sanos del Hospital General de Segovia (9 hombres y 13
mujeres) a los que se realiza una unica extraccién para
medicién de Fn plasmatica.

Controles de patologia variada

Se seleccionan 22 individuos (12 hombres y 10 muje-
res). Se trata de pacientes ingresados en el Servicio de
Medicina Interna con diferentes patologias de etiologia
no infecciosa como infarto agudo de miocardio, insufi-
ciencia cardiaca, hemorragia digestiva alta, accidente
cerebro-vascular agudo, insuficiencia respiratoria, pan-
creatitis, etc.

Casos sépticos

Se estudia un total de 43 casos (28 hombres y 15 muje-
res) que cumplen los criterios de seleccion.

Los servicios que aportan el mayor nimero de casos
(fig. 1) son Medicina Interna (32%), UCI (21%),
Hematologia (18%) y Cirugia (15%). El 58% padecian
enfermedades de base como neoplasias, leucemias, enfer-
medad pulmonar obstructiva crénica, diabetes mellitus
dependiente de insulina, insuficiencia renal crénica, etc.
En cuanto al estadio de gravedad (fig. 2), valorado segin
las recomendaciones de la ACCP/SCCM}, el 38% son
diagnosticados de sepsis leve (SL), el 41 % de sepsis grave
(SG) y el 21% de los casos de shock séptico o fracaso mul-
tiorganico (FMO). E1 86% son dados de alta y el 14% falle-
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Figura 1. Servicios que aportan los casos. UCI: Unidad de Cuidados Intensi-
VOS.
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Figura 2. Estado de gravedad de los casos. FMO: fracaso multiorganico.

cen por complicaciones relacionadas con el proceso sépti-
co. E1 63% de los casos cursan con cultivos microbiolégi-
cos positivos constatdndose que cuanto mayor es la gra-
vedad del paciente se obtiene mayor rendimiento en los
cultivos: 46% en casos de SL, 62% en casos con SG y 88%
en los pacientes con FMO.

Los focos de infeccion més frecuentes (fig. 3) son el trac-
to respiratorio (TR) (31%), tracto gastrointestinal (T'GI)
(28%), tracto genito-urinario (TGU) (16%) y fiebre de ori-

9%

16% 31%

16%
28%

TR OCOTGI (3 TGU E FOD WM Otras

Figura 3. Focos de infeccién en los casos. TR: tracto respiratorio; TGI: tracto
gastrointestinal; TGU: tracto genitourinario; FOD: fiebre de origen descono-
cido.
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gen desconocido (FOD) (16%). En cuanto al rendimiento
en los cultivos, en el grupo TR se obtiene un 60% con pre-
dominio del género Haemophilus. En aquellos pacientes
que el foco es el TGI, los cultivos son positivos en el 85%
de los casos con predominio de enterobacterias. En el
grupo cuyo origen era el TGU se obtiene un 70% de culti-
vos positivos con predominio de aislamiento de entero-
bacterias. En el grupo de casos con FOD tan sélo el 14%
cursa con cultivos positivos.

Concentracion plasmatica de fibronectina

Al explorar los resultados obtenidos de Fn plasmaética se
detectan cinco valores extremos: tres de ellos pertenecen a
un paciente que desarroll6 un proceso de colestasis, otro
valor fuera de rango corresponde a la primera medicién
realizada a un paciente con colestasis alcohdlica; ambos
pacientes fallecieron. El quinto pertenece a la primera
determinacién en un paciente que es dado de alta. Se des-
cartan los tres pacientes para el andlisis estadistico.

Resultados en los Grupos Control

La media de Fn plasmaética obtenida en el grupo cons-
tituido por controles sanos es de 260,6 ng/ml (IC 95%
229,2-292,0).

En el grupo de CPV la concentracién plasmatica de Fn
en la primera extraccién es de 180,9 ug/ml (IC 95% 151,1-
210,8). En la segunda extraccién realizada 5 dias después
la media en las concentraciones de Fn hallada es de 198,8
ng/ml (IC 95% 162,4-235,1). Aplicando la prueba “t” de
Student para datos apareados no se detecta diferencia
estadisticamente significativa entre las dos mediciones
de Fn plasmaética (p>0,05).

Resultados en los casos sépticos

Desde el punto de vista etiolégico, el comportamiento
de la concentraciéon plasmaética de Fn en el momento del
diagnéstico es inespecifico, ya que no se detectan diferen-
cias estadisticamente significativas en funcion de que el
microorganismo aislado sea grampositivo, gramnegativo
o los cultivos sean negativos (p>0,05).

Tampoco parece que la Fn distinga, al inicio del cuadro,
el estado de gravedad, dado que es un marcador muy sen-
sible y la concentracién desciende en muchos casos hasta
cifras indetectables con extrema rapidez, independiente-
mente de la gravedad que presente(p>0,05).

Para analizar los resultados de evolucion obtenidos y,
segun el planteamiento de nuestra hipétesis nula, se

estudian por separado los casos sépticos que superan
satisfactoriamente el proceso séptico de los que fallecen.

Casos sépticos que evolucionan favorablemente y son
dados de alta. Una vez descartado el paciente que pre-
senta un valor fuera de rango, este grupo queda formado
por 36 sujetos.

Si se aplica la prueba de Bonferroni a los resultados de
la concentracién de Fn correspondientes a los controles
sanos, CPV y las tres extracciones de los casos (primera,
segunda y ultima antes de ser dados de alta), se detecta
la presencia de diferencia estadisticamente significativa
(p<0,001 para el ANOVA) al enfrentar la media de la pri-
mera extraccion en los casos (110,4 pg/ml) frente al resto
de grupos de medicién, tanto controles como segunda y
dltima extraccién de casos (179,8ug/ml y 205,8 ng/ml
respectivamente). Asimismo, se constata que en la
extraccion realizada a los dos dias ya se detectan incre-
mentos significativos (p<0,01) cuando el paciente mejora
el estado clinico, alcanzando concentraciones similares a
los de los CPV.

En la tabla 1 presentamos un resumen de los datos
estadisticos de todos los grupos incluyendo el porcentaje
de concentraciones indetectables obtenido en cada uno de
ellos. Al comparar el porcentaje de indetectables en el
grupo de casos 1? extraccién respecto al resto de los gru-
pos mediante la prueba exacta de Fisher (¥?) se alcanza
una p<0,001, ya que este grupo presenta un elevado por-
centaje de indetectables.

En la figura 4 representamos la media y el IC 95% para
la media de la concentraciéon de Fn en los distintos gru-
pos controles y las tres mediciones realizadas a los casos
dados de alta (primera, segunda y udltima). Con un aste-
risco se indica que existe diferencia estadisticamente sig-
nificativa al comparar el grupo de casos de primera
extraccion respecto al resto de los grupos.

Casos sépticos que no responden al tratamiento y falle-
cen. El nimero de pacientes que fallecen es muy pequefio
(n=6). Dos de ellos se eliminan porque presentan concen-
traciones de Fn plasmatica extremadamente elevados.
En sendos casos se confirma la presencia de un cuadro de
colestasis lo que, segin la literatura existente??*2*, podria
justificar las elevaciones de Fn plasmaética probablemen-
te debido a un defecto en la eliminacién de la misma (acu-
mulacién retrégrada) o por un aumento en la sintesis por
el estrés a que esta sometido el hepatocito.

TABLA 1. Descripcion estadistica de los grupos control y extracciones seriadas en los pacientes dados de alta

Controles de Controles de Casos Casos Casos
Controles patologia patologia séoticos sénticos sépticos
Sanos variada variada 12 ex?raccién 92 exfraccién ultima
1% extraccion 2% extraccion extraccion
Tamano 22 22 22 36 36 36
Media(ng/ml) 206,6* 108,97 198,8% 1104 179,98 205,8*
(prueba de Bonferroni)?
Error estandar 15,1 14,4 17,5 7,0 18,1 17,1
1C 95% 229,2-292,0 151,1-210,8 162,4-235,1 96,1-124,6 143,2-216,7 171,0-240,6
Maéximo (pg/ml) 390 346 378 254 520 510
Minimo (pg/ml) 13 80 80 80 80 80
Indetectables(%) 0* 9% 9% 39 19% 14*

(prueba de Fisher-y2)

IC 95%: intervalo de confianza 95%; *Panova <0,001; *: p<0,001; }: p<0,05; f: p<0,005; §: p<0,01.
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Figura 4. Evolucién de la concentra-

cion plasmética de fibronectina en Controles
los pacientes dados de alta (media e sanos
intervalo de confianza del 95% (IC

95%) para los grupos control y ex- X 3666
tracciones seriadas). #p<0,05; n: ta- 0:229,2-292.0

Controles Controles Sépticos Sépticos Sépticos
patologia patologia 12 @ dltima
variada 12 variada 22 extraccion extraccion extraccion
extraccion extraccion
n=22 n=22 n=36 n=36 n=36
X=180,9 X=198,8 X=110,4 X=179,9 X=205,8
1C:151,1-210,8 | | 1C:162,1-235,1 1C:96,1-124,6 1C:143,2-216,7 | | 1C:171,0-240,6

mafio de muestra; x: media (ug/ml).

En la figura 5 se representa la evolucién de la concen-
tracion de Fn plasmatica en los cuatro pacientes falleci-
dos. Las concentraciones se mantuvieron practicamente
indetectables en todas las extracciones realizadas. No
obstante, este pequefio tamano muestral no es represen-
tativo estadisticamente.

Discusion

La patologia infecciosa es una de las causas de mayor
mortalidad, y a su vez es una enfermedad que en la
inmensa mayoria de los casos se puede curar facilmente,
en algunas ocasiones basta con retirar un catéter infec-
tado o instaurar de manera empirica un tratamiento
antibiético.

En la practica clinica se necesitan marcadores de evo-
lucién de facil medicién que reflejen la respuesta del
paciente al tratamiento sin la necesidad de esperar el
resultado de los cultivos, que en un elevado porcentaje de
casos son negativos a pesar de que el paciente esté infec-
tado. Debemos tener en cuenta que en determinadas
situaciones se pueden encontrar alteradas las concentra-
ciones de Fn plasmatica, tal es el caso de los pacientes
con criofibrinogenemia y coagulopatia intravascular dise-
minada, en los que se observan valores disminuidos debi-
do a la incorporacién de ésta al codagulo de fibrina?2.
También se han asociado aumentos en la concentraciéon
en pacientes con colestasis, independientemente de su
etiologia?-24.

La conclusién del estudio es que la concentraciéon de Fn
plasmatica es un buen indicador de evolucién para
pacientes sépticos.

Se recomienda que se realice una primera medicién en
el momento del diagnéstico y una segunda medicién dos
dias después en la que, si el paciente estd respondiendo

bien al tratamiento, ya se observara un aumento signifi-
cativo en la concentracion de Fn plasmatica. La ausencia
de modificacién de concentraciones permanentemente
bajas es un signo de mal pronéstico siempre que los valo-
res medidos en los pacientes fallecidos permanezcan dis-
minuidos durante todo el periodo de estudio, aunque
dado el pequerio tamafo de muestra no es posible verifi-
carlo estadisticamente.
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- — -4— — - Paciente 3 —>X—— Paciente 4

Figura 5. Evolucién de la concentracién plasmatica de fibronectina en los
pacientes fallecidos (media e intervalo de confianza (IC) del 95% (ng/ml)). n:
tamario de muestra; x: media (ug/ml).
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A falta de estudios més complejos proponemos la medi-
cién de la concentracién de Fn como marcador aislado de
evolucién en pacientes sépticos, aunque tal vez aumenta-
ria su eficacia de manera combinada con otros parame-
tros tanto clinicos como de laboratorio formando parte de
un score del tipo APACHE III?» o SAPS II%
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