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RESUMEN

La sepsis se define como una disfuncion organica potencialmente mortal
producida por una respuesta desregulada del huésped a la infeccion. En ella, la
respuesta inmune iniciada por el patégeno invasor no va a permitir que el
equilibrio inicial del organismo se recupere y se desencadena una reaccion
patolégica caracterizada por una inflamacion excesiva e inmunosupresion. Las
infecciones bacterianas invasivas representan hoy en dia una de las principales
causas de mortalidad en el mundo. Su incidencia a pesar de las medidas
sanitarias continla en aumento, en parte, por la mayor supervivencia de los
ninos que desarrollan comorbilidades y en parte, por la mayor edad de
supervivencia de la poblacion adulta. Su mortalidad en cambio ha disminuido en
los ultimos afios debido a un mejor reconocimiento de la enfermedad y a una
mayor adherencia a las guias de buenas practicas clinicas (Surviving Sepsis
Campaign), que se publican desde el afio 2004 y se actualizan cada 4 afos. Las
Gltimas guias publicadas de esta campafia (2016) asi como la actualizacion del

2018 no incluyen a los nifios.

Un aspecto fundamental para mejorar el prondstico de la sepsis es la
identificacion precoz de estos pacientes basada en aspectos clinicos [escalas de
gravedad PEWS (Pediatric Early Warning score), defectos funcionales de
organos (Sequential Organ Failure Assessment, SOFA score), quick SOFA
(gSOFA) y /o biomarcadores, que nos permitan iniciar rapidamente el tratamiento

y mejorar su pronagstico.

Trabajos recientes del analisis del proteoma humano utilizando liquidos

y/o tejidos (plasma, células, etc.) de pacientes con sepsis, han identificado

xxiii



nuevos biomarcadores de diagnoéstico y prondstico. El analisis del proteoma del
suero de los nifios con sepsis puede aclarar puntos inciertos e identificar nuevos

biomarcadores relacionadas con el desarrollo y progresion de la enfermedad.

El objetivo principal de esta tesis es la identificacion de nuevos
biomarcadores séricos de diagnéstico de sepsis en nifilos que permitan
diagnosticar precozmente la enfermedad. Los biomarcadores actuales utilizados
en la practica clinica (PCT, PCR, etc.) no han demostrado ser lo suficientemente
sensibles ni especificos para el diagnostico de la sepsis y también se alteran en

otras situaciones inflamatorias no infecciosas.

Para ello se realiz6 un estudio analitico observacional de casos y
controles de un solo centro, Hospital Universitario de Cruces, que incluia nifios
de 1 mes a 16 afios ingresados en la unidad de cuidados intensivos pediatricos
(UCIP) con el diagnostico de sepsis grave o shock séptico. Los controles fueron
nifios sanos, sin enfermedades crénicas ni criterios de infeccion reciente, a los
qgue se les iba a realizar una analitica preoperatoria para una cirugia electiva

(hernia inguinal, fimosis, etc.).

Entre marzo del 2013 y octubre del 2016 se analizaron 40 de 51 pacientes
con sepsis (se excluyeron 11 que no cumplian los criterios de inclusion) y 24
controles sanos. De los 40 pacientes del estudio y segun los criterios de la
Conferencia Internacional de Consenso sobre Sepsis Pediatrica en 2002 y su
posterior actualizacion en el 2017 (Goldstein B, PCCM 2005 y Davis AL, CCM 2017),

7 presentaban una sepsis grave y 33 un shock séptico.
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El proyecto fue aprobado por el Comité Etico de Investigaciéon Clinica de
Euskadi (CEIC-Euskadi). El consentimiento informado escrito se obtuvo de los

pacientes / controles o de sus representantes legales.

La metodologia utilizada se ha basado en técnicas de proteémica sérica
diferencial, comparandose los patrones protedmicos séricos de pacientes con
sepsis frente a controles sanos. El analisis del suero de los nifios mediante
espectrometria de masas revelo diferencias entre controles sanos y sépticos en
230 proteinas. Cuarenta y cuatro de ellas cumplian los criterios de seleccion del
estudio (diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) y un Max fold (cambio
sobre el valor basal) mayor de 2). Tras la identificacion de las proteinas mediante
espectrometria de masas (LC-MS/MS) se seleccionaron 4 proteinas para su
posterior validaciéon en los 40 pacientes sépticos y los 24 controles sanos
mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). Las proteinas
seleccionadas fueron Lactoferrina (LTF), Amiloide sérico Al (SAA-1), Factor de
complemento B (CFB) y Alfa 2-glicoproteina rica en leucina-2 (LRG1). Otras 2,
receptor soluble de la Interleucina 2 (sCD25) y receptor soluble de la
haptoglobina-hemoglobina (sCD163), proteinas relacionadas con la respuesta

inflamatoria en la linfohistiocitosis hemofagocitica, fueron afiadidas al estudio.

Los resultados muestran que los niveles séricos de las proteinas sCD25,
LTF, SAA-1 aumentan significativamente en los pacientes sépticos frente a los
controles. La Proteina LRG1 disminuye significativamente en los pacientes
sépticos. No se encontraron diferencias significativas entre los niveles de
pacientes sépticos y controles en relacion con las proteinas CFB y sCD163. Las

proteinas sCD25, SAAL, LRG1 y LTF presentan unos niveles de especificidad y
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sensibilidad suficientemente elevados, asi como un area bajo la curva ROC
buena-excelente, como para ser considerados posibles biomarcadores en las

sepsis infantiles.

En conclusion, las proteinas SAA-1, sCD25, LRG1y LTF, podrian utilizarse
en combinacién con otros elementos (escalas clinicas, otros biomarcadores)
para mejorar el diagnéstico de sepsis grave en nifios. Se hace necesario
continuar esta linea de investigacion para validar y correlacionar estos resultados
en estudios con un mayor numero de pacientes, asi como, analizar otras
proteinas identificadas que también pudieran contribuir al objetivo del

diagndstico temprano de la sepsis.
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1. INTRODUCCION

1.1. DEFINICION DE SEPSIS

La sepsis es un trastorno organico heterogéneo potencialmente mortal
causado por una respuesta desregulada del huésped a la infeccidén (Singer M,
JAMA 2016). La primera vez que se uso el término de "sepsis" fue en poemas de
Homero que datan de hace mas de 2.700 afios (Funk D, Crit Care Clinic 2009) pero
no se definio clinicamente hasta principios de la década de 1990 cuando un
grupo de expertos lanzo la primera definicion consensuada de sepsis (Bone RC,

Chest 1992). En este consenso se definieron los términos de:

e sepsis, como un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS, del inglés Systemic Inflammatory Response Syndrome)
asociado a una infeccion sospechada o confirmada

e sepsis grave, como una sepsis con disfuncion de érganos

e shock séptico a una sepsis e hipotension a pesar de una adecuada

administracion de fluidos (Tabla 1).

Posteriormente en 2001 hubo una actualizacion de estos términos que
basicamente aumentaba la lista de signos y sintomas asociados a sepsis (Levy
MM, CCM 2003) (Tabla 1). La Sociedad de Cuidados Intensivos de Australia y
Nueva Zelanda realizdé un analisis retrospectivo de sus bases de datos (2000-
2013) que incluian a 109.663 pacientes con infeccion y fallo organico con
intencion de validar la definicidon de sepsis grave (Kaukonem KM, NEJM 2015). Del
analisis se dedujo que el 87.9% de los pacientes tenian dos o mas criterios SIRS,

pero hubo un 12.1% que no tenian ningun criterio SIRS. El uso de los criterios



SIRS omitié uno de cada ocho pacientes con sepsis grave. Concluyeron que el
uso de los criterios SIRS carecia de sensibilidad y especificidad para
diagnosticar la sepsis grave en los pacientes en la unidad de cuidados intensivos
(UCI). En 2016 en la definicion de consenso mas reciente de "Sepsis 3", se
eliminan los términos de sepsis grave y SIRS (ver Tabla 1) y se define la sepsis
como una disfuncién organica potencialmente mortal que se produce por una

respuesta desregulada del huésped a la infeccion (Singer M, JAMA 2016).

El shock séptico se define como un subconjunto de la sepsis en la cual el
componente circulatorio, celular y/o las anomalias metabdlicas son o
suficientemente marcados para sustancialmente aumentar la mortalidad. El
shock séptico se concibe como una sepsis con hipotension persistente que
requiere vasopresores para mantener la presién arterial media mayor o igual a
65 mmHg y con una concentracidén sérica de lactato > 2 mmol/L a pesar de la
reanimacion adecuada con liquidos (Tabla 1).

Tabla 1. Definicion de sepsis

Conferencia de Consenso de 1991 BoneRC

Diagnostico | Signos y sintomas

Sindrome de | Pacientes que experimentan al menos dos de los siguientes sintomas:

Respuesta *Temperatura corporal > 38°C o < 36°C

Inflamatoria | « Frecuencia cardiaca > 90 Ipm

Sistémica « Frecuencia respiratoria > 20 rpm o CO arterial < 32 mmHg

(SIRS) » Recuento de leucocitos >12 x 10%L < 4 x 10%L, o > 10% de formas
inmaduras

Sepsis Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y confirmacién o
sospecha de infeccion

Sepsis Sepsis y disfuncién organica aguda

grave

Shock Sepsis e hipotension persistente sin respuesta a la resucitacion con

septico liquidos

Conferencia Internacional de Definicion de Sepsis 2001.tev MM

Las definiciones de sepsis de 2001 fueron muy similares a las definiciones
establecidas en 1991. Afaden una lista de signos y sintomas para el diagndstico de
sepsis.

Tercer consenso internacional para la definicién de sepsis y shock séptico
(Sepsis-3).5n%erM2016.




Diagndstico | Signos

Sepsis Disfuncion orgénica potencialmente mortal causada por una respuesta
desregulada a la infeccion del huésped
La disfuncién de érgano puede identificarse como un cambio agudo en
el puntaje total del SOFA de = 2 puntos

Shock Sepsis en la cual el componente circulatorio, celular y / o las

Séptico anomalias metabdlicas son lo suficientemente marcados para

sustancialmente aumentar la mortalidad

Clinicamente definido como sepsis con hipotension persistente que
requiere vasopresores para mantener la presion arterial media = 65
mmHg y con una concentracion sérica de lactato > 2 mmol/L

La presencia de disfuncion organica es fundamental y necesaria en el nuevo
consenso de 2016 para la definicion de sepsis. Hasta entonces, la disfuncion organica
formaba parte de la definicion de sepsis "grave”, un término abandonado en la
definicion del tercer consenso internacional (Sepsis-3).

La evaluacion secuencial de fallo de 6rgano (SOFA) se basa en seis diferentes
apartados (cada uno se clasifica de 1 a 4 de acuerdo con el incremento de la
gravedad). Estos apartados son: respiratorio, cardiovascular, hepatico, coagulacion,
sistema renal y neuroldgico. Vincent L, ICM 1996

Lpm: latidos por minuto; rpm: respiraciones por minuto; SOFA: Sequential Organ
Failure Assessment.

Los criterios clinicos para la sepsis incluyen infeccion sospechada o
documentada y un aumento de dos o mas puntos en la escala de SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) (Tabla 2), escala que mide la disfuncion
de 6rganos.

Tabla 2. Escala SOFA adultos

0 1 2 3 4

Respiracion?

PaO2/Fi0; (MMHg) o >400 <400 <300 <200 <100

Sa0,/Fio2 221-301 142-220 67-141 <67

Coagulacién

Plaquetas 10%mm? >150 <150 <100 <50 <20

Higado

Bilirrubina <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0

Cardiovascular®

Tensién arterial PAM < 70 PAM < 70 Dopamina a <5 Dopamina a dosis Dopamina a dosis

mmHg mmHg o de 5,1-150 de >150
Dobutamina a Epinefrinaa<0,10 Epinefrinaa>0,1 0
cualquier dosis Norepinefrina a < Norepinefrina a >

0,1 0,1

Sistema Nervioso

Central 15 13-14 10-12 6-9 <6

Escala de Glasgow

Renal

Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0

o flujo urinario <500 <200

mL/d)

PaO.,: presion arterial de oxigeno; Fo,: fraccion de oxigeno inspirado; SaO,: Saturacion arterial de oxigeno periférico;
PAM, presion arterial media; 2Pa0,/F o, es la relacion utilizada preferentemente, pero si no esta disponible usaremos
la Sa0,/F02; "Medicamentos vasoactivos administrados durante al menos 1 hora (dopamina y norepinefrina como
pg/Kg/min) para mantener la PAM por encima de 65 mmHg.



El score g-SOFA (Figura 1) se desarrolla como una herramienta sencilla

para identificar a los pacientes en riesgo de sepsis fuera de las areas de criticos,
mostrandose como una herramienta util con un area bajo la curva ROC (AUROC)

de 0,81 superior al score SOFA, AUROC de 0,79y al SIRS, AUROC de 0,76.

¢como medir qSOFA?

Tres criterios

Glasgow Coma Scale = 13 Fr respiratoria = 22/min TAS = 100 mm Hg

O ©

ESTADO MENTAL FR RESPIRATORIA PRESION ARTERIAL
ALTERADO RAPIDA BAJA

Valor predictivo (AUROC = 0,81; IC 95%, 0,80-0,82) similar a SOFA score completo

2 O MASs criterios sugieren un

mayor riesgo de mala evolucién

Figura 1. Criterios g SOFA. (www.qSOFA.org)

La definicion de sepsis pediatrica se ha mantenido constante desde la
Conferencia Internacional de Consenso sobre Sepsis Pediatrica en 2002 y su
posterior actualizacion en el 2017 (Goldstein B PCCM 2005 y Davis AL CCM 2017).
La sepsis pediatrica se define actualmente como la triada de fiebre, taquicardia
y vasodilatacién, acompafiada de un cambio en el estado mental y/o un relleno

capilar prolongado de mas de 2 segundos.

El puntaje de SOFA no es adecuado para nifios porque no esta ajustado
por edad. Un estudio reciente (Matics TJ, JAMA Pediatr 2017) ha evaluado,
adaptado y validado, con resultados prometedores, el uso del SOFA pediatrico
(pSOFA) (Tabla 3), con el objetivo de poder clasificar la disfuncion organica de
los pacientes pediatricos y utilizar la definicion de Sepsis-3.
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Tabla 3. Escala de pSOFA.

Score?

Variables 0] 1 2
Respiratorio
PaO2/Fio2° 2400 300-399 200-299

0
SpO2/Fi02° =292 24-291 221-264
Coagulacion
Plaquetas 103 =150 100-149 50-99
Higado
Bilirrubina, mg/dL <1,2 1,2-1,9 2-5,9
Cardiovascular
MAP (mmHg) por
edad o vasoactivos
(Mg/Kg/min) @
<1lm 246 <46
1-11m =55 <55
12-23 m =60 <60
24-59 m 262 <62
60-143 m 265 <65
144-216 m 267 <67
216 m¢ 270 <70
Neuroldgico
Glasgow Coma 15 13-14 10-12
Escalaf
Renal
Creatinina mg/dL
<1lm >0,8 0,8-0,9 1-1,1
1-11m <0,3 0,3-0,4 0,-0,7
12-23 m <0,4 0,-0,5 0,6-1
24-59 m <0,6 0,6-0,8 0,9-1,5
60-143 m <0,7 0,7-1 1,1-1,7
144-216 m <1 1-1,6 1,7-2,8
216 me <1,2 1,2-19 2-3,4

Dopamina <5
o dobutamina

3

100-199 con
VM

148-220 con
VM

20-49

6-11,9

Dopamina >5 o
adrenalina<0,1
oNAD<0,1

6-9

1,2-15
0,8-1,1
11-14
1,6-2,2
1,8-25
2,9-4,1
3,5-4,9

4

<100 con VM

< 148 con VM

<20

>12

Dopamina >15 o
adrenalina >0,1

oNAD >0,1

<6

21,6
21,2
=15
223
22,6
242
25

Fio2: Fraccion inspiratoria de oxigeno; VM: ventilacibn mecanica. NAD: noradrenalina.
MAP: presion arterial media; pSOFA: Pediatric Sequential Organ Failure Assesment;
Spo2: Saturacion de oxigeno. 2 El pSOFA se calcula cada 24 horas, usando el peor valor.

®P,02 se mide en mmHg. ¢ Sélo se consideran saturaciones de 97% o menos.

dla

MAP solo se usa en los valores de 0 y 1. Los vasoactivos en valores de 2 a 4, por al
menos una hora de duracion. © El punto de corte para 18 afos fue el mismo que el
original. *Se uso la escala pediatrica para el Glasgow coma escala.

pSOFA. Tomado de Matics TJ, JAMA Pediatric 2017.

1.2. EPIDEMIOLOGIA



1.2.1. INCIDENCIA

Aungue las definiciones variables y los diferentes métodos de registro de
los casos obstaculizan la precision en la incidencia y resultados de la sepsis, es
indudable que la carga global de la sepsis es alta. Esto se refleja en un estudio
exhaustivo que utilizé los datos administrativos obtenidos entre 2004 y 2009 en
el 20% de todos los hospitales de los Estados Unidos y estimd la incidencia de
sepsis entre 300-1.031 casos por 100.000 habitantes, con una tasa de
mortalidad del 14,7-29,9% (Adhikari NK, Lancet 2010 y Gaieski D, CCM 2013). De
acuerdo con esto, un metaanalisis reciente que abarca 27 estudios en siete
paises con altos ingresos estimo la tasa de incidencia de casos tratados en el
hospital entre 437 para sepsis y 270 para sepsis grave por 100.000, durante la
década mas reciente; las mortalidades asociadas fueron del 17% y 26%,
respectivamente (Fleischmann C, AJRCCM 2016). La extrapolacién de datos de
areas con altos ingresos a entornos de &reas con escasos recursos llevaria a
una estimacion de 31,5 millones de sepsis y 19,4 millones de casos de sepsis
grave por afio y hasta 5,3 millones de muertes anuales (Fleischmann, C AJRCCM

2016).

La incidencia de la sepsis en todos grupos de edad esta aumentando en
el mundo. Entre los adultos, los diagndésticos de sepsis se han incrementado de
359 a 535 por 100.000 desde 2003 hasta 2009 (Walkey AJ, AATS 2015). En
consonancia con los hallazgos en los adultos, la tasa de sepsis en la poblacién
pediatrica ha aumentado de 92,8 por 100.000 en 2006 a 158,7 por 100.000 en

2012 (Schuller KA, CPP 2017 y Ruth A, PCCM 2014).

1.2.2. MORTALIDAD



La tasa de letalidad de la sepsis ha disminuido en los ultimos afios y en
algunas encuestas ha alcanzado aproximadamente el 20% (Gaieski DF Crit Care
Med 2013 y Kaukonen KM, JAMA 2014). Esta reduccion se debe probablemente,
por un lado, a la mejora de la atencion critica, la deteccion temprana y a la
intervencién rapida; y por otro a la implementacion de las directrices Surviving
Sepsis Campaing (Rhodes A, CCM 2017), que consisten en recomendaciones de
expertos basadas en la evidencia para el tratamiento de la sepsis. Estas guias
empezaron a publicarse en el 2004 y se publican actualizaciones cada 4 afos.
La mortalidad absoluta causada por la sepsis tiende a aumentar debido al

creciente numero de pacientes con sepsis (Gaieski DF, Crit Care Med 2013).

Aproximadamente la mitad de los casos de sepsis pediatrica en los
Estados Unidos afectan a recién nacidos con bajo peso al nacer (Watson RS,
PCCM 2005 y Angus DC, NEJM 2013), y la muerte o la discapacidad mayor ocurre

en el 40% de los recién nacidos con sepsis (Brocklehurst P, NEJM 2011).

El aumento general de la sepsis en el tiempo entre los nifios podria
deberse en parte a una mayor precision diagndéstica con una mayor conciencia
de la enfermedad pediatrica y mejoras en las definiciones (Schuller KA CPP 2017;
de Souza DC, Shock 2017 y Weiss SL, AJRCCM 2015). La Conferencia Internacional
de Consenso de 2002 sobre Sepsis Pediatrica unificd la definicion de sepsis
pediatrica, permitiendo una mejor comparacion entre los estudios realizados en
los diferentes hospitales (Goldstein B PCCM 2005 y Mathias B, COP 2016). Quizas
las diferencias mas significativas entre la sepsis adulta y pediatrica se observan
en los resultados. Mientras que la mortalidad por sepsis entre los adultos se ha

mantenido casi constante en las ultimas décadas, con cifras que van desde 35%



al 50%, la mortalidad por sepsis en la poblacion pediatrica ha disminuido
dramaticamente desde 1980 (Vincent JL, CCM 2006; Ruth A, PCCM 2014 y Wheeler
DS, OIJ 2011). La puesta en marcha de recomendaciones tales como el
cumplimiento de una serie de medias en una hora han disminuido la mortalidad
en el Estado de Nueva York (Evans IVR, JAMA 2018). Estas medidas se comentan

en el protocolo de manejo de la sepsis pediatrica en el apartado de tratamiento.

En general, las tasas de mortalidad para pacientes pediatricos con sepsis
oscilan entre el 10% y el 20% (Black RE, Lancet 2010). A pesar de los avances en
la atencidn y la mejora en los resultados, la sepsis sigue siendo una de las
principales causas de muerte pediatrica en todo el mundo. (Schlapbach LJ, Lancet

Infect Dis 2015)

1.2.3. EVOLUCION

Los pacientes que son dados de alta del hospital sufren de una variedad de
secuelas a largo plazo, entre las que se incluyen discapacidades fisicas y
cognitivas y enfermedades cardiovasculares. También adquieren un mayor
riesgo de mortalidad, particularmente en el primer afio después del evento de la
sepsis, que indica el impacto de la sepsis en la atencion de la salud y la sociedad

(lwashyna TJ, JAMA 2010 y Prescott HC, BMJ 2016 y Yende S, CCM 2016)

1.3. ETIOLOGIA

Las causas de la sepsis en la poblacion pediatrica son diferentes de las
causas atribuidas a la sepsis en adultos. En el caso de la sepsis neonatal precoz,
dentro de las primeras 72 horas de vida, los gérmenes mas frecuentes son el

estreptococo del grupo B, Escherichia coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp. y
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Listeria monocytogenes. Si la sepsis heonatal es de inicio tardio, después de las
primeras 72 horas de vida, encontraremos con mas frecuencia estafilococos
coagulasa negativos, bacilos gramnegativos, Enterobacteriaceae vy
Staphylococcus aureus sensible y resistente a la meticilina. En nifios mayores,
las etiologias mas comunes son Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas
y Meningococcus (Aneja RK, CIDR 2011). La aparicibn de organismos
multirresistentes, especialmente en la unidad de cuidados intensivos (UCI),
requieren una atencion especial y una cuidadosa eleccion de los antimicrobianos
(MCGrath EJ, IJP 2011). Los datos actuales sugieren un aumento en la mortalidad
por infecciones secundarias a organismos resistentes a mdultiples farmacos

(Folgori L, PIDJ 2014).

1.4. FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia de la sepsis es extremadamente compleja y variable. Va
a depender, por un lado, del patdgeno (carga y virulencia), del huésped
(genética, epigenética y comorbilidad) y del medio ambiente (incluido el
microbioma); y por otro lado del tiempo transcurrido desde el inicio de la
infeccion, presentando distintas respuestas tanto a nivel local, regional como
sistémico. A pesar de los avances en la comprension de su fisiopatologia, sigue

sin estar claro cuales son los mecanismos principales impulsores de la misma.

La sepsis se produce como consecuencia de la entrada de los gérmenes
en el organismo (Figura 2). Después de la infeccién, el patdégeno invasor se
encuentra con el sistema inmune innato del huésped ("inmunidad protectora™).

Las células inmunes tales como leucocitos y las células parenquimatosas tales

como las células epiteliales y endoteliales estan implicadas en la respuesta
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inmune local temprana a los patdgenos. Estas células detectan a los gérmenes
mediante el reconocimiento de patrones moleculares asociados a los patégenos
(PAMPs) a través de una serie de receptores de reconocimiento de patrones de
superficie celular e intracelulares (PRRs) (Takeuchi O, Cell 2010) (Figura 2), que
incluyen entre otros, a los receptores tipo Toll (tool-like receptor, TLR). En la
mayoria de los casos, la respuesta inmune innata elimina el patdgeno invasor.
Esto se produce mediante una serie de reacciones proinflamatorias, tales como
la liberacion de citoquinas y quimiocinas, el reclutamiento de fagocitos, y la
activacion local del complemento y los sistemas de la coagulacion.
Posteriormente se busca un retorno a la homeostasis previa mediado por
mecanismos compensatorios que van dirigidos a contener la inflamacion inicial
y prevenir el dafio colateral de los tejidos. Sin embargo, durante algunas
infecciones, el patégeno prevalece y logra multiplicarse a pesar de la respuesta
innata inicial y provoca un desequilibrio de esta homeostasis y dafio al huésped

(Figura 2).

Sepsis

A. RESPUESTA Inmunidad protectora Inflamacién excesiva

PROINFLAMATORIA
RESPUESTA LOCALIZADA CELULAS ENDOTELIO

INNATA INMUNE PARENQUIMATOSAS Y
LEUCOCITOS
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* Liberacion de mediadores
proinflamatorios

» Aumento de la adhesividad y
propiedades procoagulantes

e Liberacion de mediadores
proinflamatorios

e Dafio celular con liberacion de
DAMPs

e Liberacion de mediadores
proinflamatorios

» Reclutamiento de leucocitos

e Activacion del complemento

e Activacion de la coagulacion

PLAQUETAS ‘

e Liberacion de mediadores
proinflamatorios

e Activacion de neutréfilos y
endotelio

e Trombos microvasculatura

OTROS

» Activacion de la coagulacion
(trombosis microvascular)

® Activacion del complemento

B. HOMEOSTASIS ......... ...

C. MECANISMOS
ANTIINFLAMATORIOS

Mecanismos de reparacion

local

inflamacion

e Inhibicion y resolucion de la

CELULAS T CD4

e Aumento de la apoptosis
e Agotamiento
e Polarizacion células Th2

Inmunosupresion

CELULAS T CD8

e Aumento de la apoptosis
e Agotamiento
e Disminucion de la funcion

e Reparacion tisular
e Retorno al equilibrio

citotéxica

NEUTROFILOS CELULAS
PRESENTADORAS DE
ANTIGENO
® Reprogramacion de los
macréfagos a fenotipo M2

® Expresion HLA-DR reducida

e Disminucion de la apoptosis
e Aumento de células inmaduras
con disminucién de las
funciones antimicrobianas

NODULO LINFOIDE

OTROS

Expansion de células T
reguladoras y poblaciones
MDSC

b Apoptosis de células B y DCs
foliculares

Figura 2. Respuesta del huésped a la infeccion. A: Respuesta inflamatoria. B:
Homeostasis. C: respuesta antiinflamatoria.

PAMPs: patrones moleculares asociados al patégeno. CLR, TLRs, NLR, RLR:
diferentes receptores de patégenos (PRRs). DC: células dendriticas. (Tomada de van
der Poll et al. Nature Review 2017).

En la sepsis esta respuesta se caracteriza por una inflamacion excesiva
seguida de una supresién inmune. La supresion inmune implica tanto el sistema
inmune adaptativo como el innato. La inflamacién excesiva mediada, al menos
en parte, por la liberacion de mediadores proinflamatorios, multiples tipos de

células, la activacion del sistema de coagulacién, el sistema del complemento y
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el endotelio vascular produce una lesion celular que dara como resultado la
liberacion de patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs, también
conocidos como alarminas). Estos DAMPs pueden también activar las PRRs,
dando lugar a un circulo vicioso que involucra la activacion inmune sostenida y
la disfuncion organica (Chan J, JCI 2012 y Deutschman C, Immunity 2014) (Figura

3).

Pathogens/PAMPs AMPs

(s fflgalets 'f.t___w
) | € | @ | ¢

IL-1a

Liver
Acute-phase (DAMPs)
proteins: IL-6
= AAT TNF
= CRP IL-1
« Ferritin
Hypot‘halamus Cell IL-8 IFN-y s
SFoar ) oo recruitment =5 *
- Somnolence [ ({7~ ) TNF cCL3 é
<Anorada [ 11 : N IL12
« Pain @ IL-18 €
Endothelial

Complement system activation (,7

Figura 3: Mecanismos inmunologicos inductores de la inflamacion en las primeras
etapas de la infeccion. (Tomada de Netea MG, et al. Nature Immnulogy 2017).

AAT: alfa 1 antitripsina; AMPs: péptidos antimicrobianos; CC: Quimiocina (C-C maotif)
ligando (CCL); CRP: proteina C-reactiva; DAMP: patrones moleculares asociados al
dafio; IFN-y: interferon-y; Meg: macréfagos o monocitos; MAC: complejo de ataque a
la membrana; MBL: lectina de uniébn a manosa; PAMP: patrones moleculares
asociados a patdgenos, ROS: especies reactivas de oxigeno; TNF: factor de necrosis
tumoral.

Debido al reconocimiento rapido y la mejor atencion terapéutica y de apoyo,
muchos pacientes con sepsis sobreviven durante los primeros dias después de
la admision en la UCI, pero parte de ellos pueden desarrollar una enfermedad

critica cronica que se ha denominado inflamacién persistente, inmunosupresiéon
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y sindrome de catabolismo (PICS) (Gentile LF, JTACS 2012).

La sepsis se inicia mediante la puesta en marcha del sistema inmune innato
mediado por la activacion de PRR por parte de PAMPs y DAMPs. Los PRRs
interactian con diversos PAMPs y DAMPs, y esta diversidad probablemente
pueda explicar la similitud entre las reacciones inflamatorias inducidas por
diferentes patdgenos y las provocadas por diferentes tipos de dafio tisular (Chan
J, JCI 2012 y Deutschman C, Immunity 2014). La translocacion del factor nuclear kB
(NF xB) en el nucleo y la posterior activacion de los genes diana, incluidos los
gue codifican citoquinas, son decisivos para la induccion de la inflamacion.
Algunas citoquinas proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral
(TNF), interleucina 1B (IL1B), interleucina 6 (IL 6), interleucina 12 (IL12) e
interleucina 18 (IL18), entre otros, estan implicadas en la patogénesis de la
sepsis. La mortalidad temprana en la sepsis, que generalmente se debe al
colapso cardiovascular y la disfuncibn multiorganica, probablemente esté

impulsada predominantemente por reacciones inflamatorias excesivas.

Las respuestas inflamatorias de la sepsis incluyen (Figura 4):

- Activacion del sistema del complemento. La activacion del
complemento da como resultado la liberacion de pequefios fragmentos
conocidos como anafilatoxinas (C3a y C5a) que tienen potentes efectos
proinflamatorios (Merle N, Front Immunol 2015). La activacion
descontrolada del complemento puede causar dafio tisular y fallo
organico

- Sistema de coagulacion. Se produce un estado procoagulante neto

en la microvasculatura que promueve la deposicion de fibrina mediante
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varios mecanismos y una activacion del sistema de la coagulacion que
da como resultado la coagulacion intravascular diseminada, ésta
clinicamente puede asociarse con trombosis microvascular y
hemorragia (debida al consumo de factores de coagulacion y
plaquetas). El factor tisular es el principal impulsor de la activacion de la
coagulacion en la sepsis (Levi M, Thromb Res 2016). La tendencia a la
trombosis durante la sepsis se ve aumentada por la actividad
comprometida de las tres vias principales anticoagulantes: la
antitrombina, el inhibidor de la via del factor tisular y el sistema de la
proteina C (Levi M Thromb Res 2016). La inflamacién vascular y la
coagulacion estan aumentadas por la liberacion de las llamadas
interleucinas 12 (IL12). Los neutrofilos pueden capturar y matar
microorganismos a través de la produccibn de estructuras
extracelulares compuestas de ADN Yy proteinas antimicrobianas
denominadas neutrophil extracellular traps (NETs, «trampas
extracelulares de neutréfilos»). La formacion abundante de estas
trampas (Sorensen O, J Clin Invest 2016) al unirse con proteinas tales
como fibrindgeno, fibronectina y factor von Willebrand, facilitan la
agregacion de plaquetas y eritrocitos, contribuyendo al dafio tisular y la
trombosis.

Endotelio vascular. La alteracion de la integridad de la barrera
endotelial es un fenomeno clave en la patogénesis de la sepsis. En
condiciones normales de equilibrio, la funcidn de la barrera endotelial se
mantiene mediante el citoesqueleto celular, el glicocalix, las moléculas

de adhesion intercelular y otras proteinas de soporte (Opal S, J Int Medi
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2015). En respuesta a la infeccion localizada, los leucocitos y las
plaguetas se adhieren a la superficie endotelial y migran a los sitios
donde las bacterias se multiplican. En la sepsis, la inflamacion
exagerada aumenta estos procesos, lo que contribuye a la
incompetencia de la barrera endotelial. La pérdida de la integridad de la
barrera provoca la fuga de proteinas intravasculares y plasma hacia el
espacio extravascular, produciendo el edema tisular y provocando una

perfusidon microvascular reducida.

La prevencion de la hemorragia y el mantenimiento de la integridad

vascular estdn mediados por las plaquetas, que se adhieren y agregan en los

sitios de lesion del vaso, y por la activacion del sistema de coagulacion. Los bajos

recuentos de plaquetas se asocian independientemente con la mortalidad en

pacientes con sepsis (Claushuis T, Blood 2016).

La sepsis se asocia con inmunosupresion caracterizada por agotamiento

de los linfocitos y la reprogramacion de las células presentadoras de antigeno

(Figura 2c). Involucra tanto al sistema inmunitario innato como al adaptativo

El agotamiento de los linfocitos T asociado al aumento de la apoptosis
conlleva una fuerte disminuciéon de las células T CD4 + y CD8 +
(disminucion de la funcién citotéxica), las células B y las células
dendriticas (CD) (Hotchkiss RS, Nat Rev Immnul 2013 y Boomer J, JAMA
2011). Los pacientes con sepsis muestran una supresion de las células
CD4 + T helper 1 (TH1), células Th2 y funcion celular Th17 (Hotchkiss R
Nat Rev Immnul 2013,).

La reprogramacion de las células presentadoras de antigenos conduce
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a una menor expresion de HLA-DR y a una capacidad disminuida para
producir citoquinas proinflamatorias por los monocitos y macréfagos [un
escenario que también se conoce como "paralisis” o "tolerancia al
lipopolisacéarido”. (LPS)].

Las células dendriticas liberan mayores cantidades de IL10 durante la
sepsis (Pastille E, J Inmunol 2011).

Los neutrdfilos que contribuyen inicialmente a la inflamacion inducida
por la sepsis presentan en esta fase caracteristicas disfuncionales que
deterioran sus capacidades antimicrobianas.

Los hallazgos clave en la sepsis son la apoptosis tardia de los
neutrofilos y la aparicion de neutréfilos inmaduros en forma de bandas
en la sangre periférica que tienen deficiencias en las funciones
efectoras antimicrobianas, incluida la capacidad oxidativa. Los
pacientes con sepsis tienen un mayor nimero de células mieloides
inmaduras que pueden impedir las respuestas inmunes, particularmente

la funcion de las células T.
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Figura 4. Activacion de los sistemas de coagulacion y complemento durante la sepsis.
La sepsis va a producir un estado procoagulante en la microvasculatura que ocasiona
la deposicién de fibrina mediante al menos tres mecanismos: generacion de trombina
mediada por factor tisular (gris), mecanismos anticoagulantes endégenos disfuncionales
(naranja) y eliminacién de fibrina alterada debido a la supresion del sistema fibrinolitico
(azul).

TM: trombomodulina; EPCR receptor endotelial de la proteina C; TFPI: inhibidor de la
via del factor tisular; TFPI: Inhibidor de la via del factor tisular. PAI1: Inhibidor del
activador del plasmindgeno 1; NET: trampas extracelulares de neutrdfilos.

(Tomada de Van der Polli et al. Nature Review Immnulogy 2017).

Cabe destacar que, aunque la infeccion es el evento desencadenante de la
sepsis, la respuesta inmune aberrante, a menudo, permanece incluso después

del tratamiento exitoso de la misma.

Durante muchos afos, la respuesta inflamatoria desproporcionada a la
infeccidon se consider6 fundamental para la patogénesis de la sepsis, pero en la
actualidad parece que toma relevancia la respuesta del huésped, la cual se altera
de una forma mucho mas compleja, involucrando tanto una inflamacion excesiva

sostenida como una supresion inmune, y una dificultad para regresar a la
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homeostasis. Se puede argumentar que durante la sepsis no hay solamente un
aumento de la inflamacion y/o supresion inmune, sino también una
reorganizacion fundamental de los procesos celulares inmunes y metabdlicos, y
que las medidas de inflamacion y supresion son un reflejo de esta

reprogramacion celular aguda (van der Poll T, Nat Rev Immunol 2017).

1.5. CLINICA

La presentacion clinica de la sepsis en recién nacidos y nifios puede ser
sutil y dificil de identificar. La sepsis pediatrica se define actualmente como la
triada de fiebre, taquicardia y vasodilatacion, ademas de un cambio en el

estado mental o un relleno capilar prolongado de mas de 2 segundos.

1.5.1. CLASIFICACION CLINICA

En pediatria la sepsis se sigue clasificando en sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS), sepsis, sepsis grave y shock séptico (Goldstein B,

Pediatr Crit Care Med 2005).

SIRS

Se define como SIRS la presencia de al menos dos de los siguientes
cuatro criterios, uno de ellos debe ser obligatoriamente, a diferencia del SIRS del

adulto, la temperatura anormal o el recuento alterado de leucocitos:

e Temperatura central mayor de 38.5 ° C o menor de 36 ° C.

e Taquicardia, definida como una frecuencia cardiaca mayor de 2

desviaciones estandar (SD) por encima de lo normal para la edad en ausencia
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de estimulo externo, farmacos o estimulos dolorosos. Para nifios menores de 1
ano, bradicardia, definida como una frecuencia cardiaca menor al Percentil 10
para la edad en ausencia de estimulo vagal externo, farmacos betabloqueantes

o cardiopatia congénita.

e Frecuencia respiratoria media mayor de 2 DS por encima de lo normal
para la edad o ventilacibn mecanica por un proceso agudo no relacionado con la

enfermedad subyacente o anestesia general.

e Recuento de leucocitos elevado o disminuido para la edad (no
secundario a leucopenia inducida por la quimioterapia) o mas del 10% de

neutrofilos inmaduros.

Sepsis

SIRS en la presencia o como resultado de una infeccion sospechada o

comprobada.

Sepsis grave

Sepsis mas uno de los siguientes: disfuncion de 6rganos cardiovascular o
sindrome de dificultad respiratoria aguda o dos o mas disfunciones de 6rganos

diferentes. (Tabla 4)

Shock séptico

El shock séptico pediatrico se define como una sepsis con disfuncién
cardiovascular a pesar de la administracion de liquidos isotdnicos intravenoso =

40 ml/kg en la primera hora. (Goldstein B, Pediatr Crit Care Med 2005).
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Tabla 4. Criterios de disfuncion de 6rganos

Disfuncion cardiovascular

A pesar de la administracion de un bolo de fluido intravenoso isoténico > 40 ml / kg
en 1 hora
e Disminucion de la TA (hipotension) < percentil 5 para la edad o TA sistélica: 2 DE
por debajo de lo normal para la edad

o]
e Necesidad de un farmaco vasoactivo para mantener la TA en un rango normal
(dopamina > 5 pg / kg / min o dobutamina, epinefrina o norepinefrina en cualquier
dosis)

e Dos de los siguientes
Acidosis metabolica inexplicable: déficit de base > 5.0 mEg/L
Aumento del lactato arterial > 2 veces del limite superior de la normalidad
Oliguria: produccion de orina < 0.5 mL/kg/hora
Relleno capilar prolongado > 5 segundos
Gradiente T° central/periférica > 3°C

Respiratorio
e P.o2/Fio2 < 300 mmHg en ausencia de cardiopatia ciandgena o enfermedad

pulmonar preexistente
0

® Pacoz > 65 torr o 20 mm Hg sobre el basal de PaCO-
0

e Necesidad comprobada > 50% de Fio; para mantener la saturacion > 92%
0

e Necesidad de ventilacion mecanica invasiva o no invasiva

Neuroldgico

e Puntuacion Glasgow Coma < 11

0
e Cambio agudo en el estado mental con una disminucién en la puntuacion del
coma de Glasgow > 3 puntos sobre el basal

Hematoldgico

e Recuento de plaquetas: 80,000 / mm?® o una disminucién del 50% en el nimero de
plaguetas desde el valor mas alto registrado en los ultimos 3 dias (para pacientes de
hematologia / oncologia)

0
e Ratio internacional normalizado > 2

Renal

e Creatinina sérica: 2 veces el limite superior de lo normal para la edad o el
aumento de 2 veces en la creatinina de referencia
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Hepatico

e Bilirrubina total: 4 mg / dl (no aplicable para recién nacidos)
0

e GPT 2 veces el limite superior de lo normal

TA: Tension arterial; GPT: Alanina transaminasa; Pao2: Presion arterial de oxigeno;
Fio2 : Fraccion inspiratoria de oxigeno; Paco2 : Presion arterial de anhidrido carbénico.
(Goldstein B, PCCM 2005)

La definicion del shock séptico en pediatria es bastante problematica
(Goldstein B, Pediatr Crit Care Med 2005). El shock séptico en pediatria se asocia
con la presencia de taquicardia (Tabla 5) y signos de disminucion de la perfusion,
tales como disminucion de los pulsos periféricos, estado mental alterado, relleno
capilar mayor de 2 segundos, extremidades moteadas y/o disminucién de la
produccion de orina. La hipotension es un signo tardio y adverso en los nifios

con shock séptico (de Souza Shock 2017 y Carcillo JA, CCM 2002).

Tabla 5. Variables clinicas en funcién de la edad.

Grupo de edad Taquicardia (lpm) | Bradicardia (lpm) F respiratoria Leucocitos
(rpm) (x 103/mm)

0 dias a 1 semana >180 <100 >50 >34

1semanaa 1 mes > 180 <100 > 40 >19,50<5 <75
1 mes alafio >180 <90 >34 >1750<5 <100
2-5 afios >140 NA >22 >1550<5 <94
6-12 afios >130 NA >18 >13,50<5 < 105
13-18 afios >110 NA >14 >1100<4,5 <117

A nivel clinico varias diferencias clave distinguen el shock séptico
pediatrico del shock séptico del adulto (Tabla 6) (Goldstein B, Pediatr Crit Care Med

2005).

Tabla 6. Diferencias entre la sepsis en edad pediatrica y adulta

_ Sepsis pediatrica Sepsis adultos

Etiologia Depende de la edad, neonato vs paciente Mas frecuente: infeccion
pediatrico. respiratoria, abdominal y
Mas frecuente: Neumonia, diarrea, genitourinaria

meningitis, virus



VVS = variacién del volumen sistdlico; PVC = presion venosa central.

Primero, la respuesta hemodinamica en pediatria puede ser diferente
segun la edad. En el neonato, el reconocimiento y el tratamiento precoz del shock
séptico pueden complicarse por la transicion de la circulacion fetal. El aumento
de la resistencia pulmonar y el bajo flujo sanguineo pulmonar pueden alterar el
intercambio adecuado de gases, lo que produce hipoxemia. La acidosis y la
hipoxemia aumentan el tono vascular pulmonar desarrollando hipertension
pulmonar, aumento de la postcarga del ventriculo derecho e insuficiencia
cardiaca. El tratamiento con 6xido nitrico inhalado, oxigeno e inhibidores de la

fosfodiesterasa Ill puede requerirse desde el principio del tratamiento.

Por el contrario, no hay papel para estos tratamientos en adultos, y de
hecho, el 6xido nitrico puede contribuir a la hipotension y al fallo organico multiple

(Trzeciak S, CCM 2014).

En segundo lugar, los adultos con sepsis generalmente presentan un shock

“"caliente” con disminucién de la resistencia vascular sistémica (vasoplejia),
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hipotension y taquicardia, responden peor que los nifios a la expansion de
volumen y su mortalidad es mas elevada. Presentan una disminucion del gasto
cardiaco que compensan con un aumento de la frecuencia cardiaca y una

dilatacion ventricular. (Carcillo JA, CCM 2002)

Los nifios, hasta en un 50% de ellos, se presentan con un shock "frio",
caracterizado por resistencia vascular sistémica elevada, reserva cardiaca
limitada y relleno capilar lento. El “shock séptico pediatrico” suele asociarse con
hipovolemia grave, y los nifios con frecuencia responden bien a la reanimacion
con volumen agresivo. Los nifios tienen una reserva cardiaca limitada y es
posible que hemodinamicamente no se beneficien de la misma manera que los
adultos por el aumento de la frecuencia cardiaca. Sus frecuencias en reposo son
comparativamente altas y la taquicardia puede dificultar un llenado diastolico
adecuado. Por lo tanto, los nifios responden a la disminucion del gasto cardiaco

con vasoconstriccion. La hipotension es un signo tardio ominoso del shock.

1.6. DIAGNOSTICO

No hay dudas acerca de que el diagndstico rapido y seguro mejora el
prondstico de la sepsis. La realizacion de un diagndéstico rapido continta siendo
un desafio para la investigacion. Existen diferentes escalas de gravedad
(Schlapbach LJ, Intensive Care Med 2017). El riesgo pediatrico de mortalidad
(PRISM) y el indice de mortalidad pediatrica (PIM) se utilizan para predecir la
gravedad general de la enfermedad y el riesgo de mortalidad. La puntuacion de
la Disfuncion Organica Logistica Pediatrica (PELOD) estima el riesgo de

sindrome de disfuncion multiorganica (MODS) (Lacroix J, PCCM 2005).
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Las escalas de identificacion de sintomas tales como el SIRS, SOFA,
gSOFA van mas dirigidas a pronosticar resultados que a solucionar el problema

diagnéstico.

Actualmente el diagndstico de sepsis se establece por la sospecha clinica
de infeccion en un nifio que presenta los signos previamente mencionados en el
apartado anterior y por la confirmacion microbiolégica de la misma. El laboratorio
puede apoyar en la sospecha diagnostica mediante la medicién de proteinas de
fase aguda (PCR y PCT), marcadores que se han demostrado poco especificos

para el diagndstico de infeccidn.

Durante mucho tiempo los cultivos han sido el Unico medio fiable para
diagnosticar sepsis y todavia se considera el gold standard para identificar
gérmenes de medios estériles. El problema es que se necesitan entre 6 horas y
5 dias para detectar los gérmenes y otras 24-48 horas para testar la sensibilidad
a los antibidticos. Peor aun es que en menos del 60% de los pacientes
ingresados con el diagndstico de sepsis se confirma la infeccién por este medio
(Klein Kloubenberg PM, Crit Care 2015). Sin contar con las dificultades afiadidas de
los resultados falsos que se producen debido al inicio previo de antibiéticos o la

contaminacion por no emplear una adecuada desinfeccion.

1.6.1 MARCADORES DE INFECCION
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Debido a las limitaciones anteriormente mencionadas para el diagnéstico
durante los Ultimos afos se han intentado desarrollar biomarcadores en suero

que faciliten el diagnaéstico.

Se han evaluado aproximadamente 200 biomarcadores como marcadores
de diagndstico y prondstico de la sepsis, ninguno de ellos se usa de forma
rutinaria en la practica clinica, y pocos de estos biomarcadores se han utilizado
para la seleccion de pacientes para ciertos tratamientos o para el seguimiento
de estos (Pierrakos C, Crit Care 2010). Se prevé que los estudios en
biomarcadores que reflejen la actividad de una via inmunoldgica orientable seran

de suma importancia.

Los mas utilizados hasta ahora han sido la PCR, la PCT, la presepsina,
Interleucina 6 (IL 6), proteina de union al lipopolisacéarido (LBP), receptor soluble
de las células mieloides (STREM-1) entre otros. Ninguno de ellos cumple los
ideales de un buen biomarcador. Los més utilizados son la procalcitonina, PCR
y presepsina. Siendo la PCT y la presepsina los mas valorados ya que ademas
de servir de marcadores diagnosticos sirven para guiar la duracion del

tratamiento antibiotico. (Bartoletti M, Clin Chem Lab Med 2018).

Se han estudiado diversos biomarcadores de sepsis en la poblacion
pediatrica para predecir el riesgo y los resultados. El estudio del Modelo de
Riesgo de Biomarcadores de Sepsis Pediatrica (PERSEVERE) desarrollado por
Wong y cols. (Wong HR, Crit Care 2012) utiliza una combinacion de cinco
biomarcadores séricos diferentes para proporcionar un mecanismo de
estratificacion del riesgo con respecto a la mortalidad y la gravedad de la

enfermedad. Estos marcadores seleccionados de una muestra inicial de 12 son
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C-C quimiocina ligando 3 (CCL3), proteina de choque térmico 70 kDa 1B
(HSPA1B), interleucina 8 (IL8), elastasa del neutrofilo 2 (ELA2) y lipocalina 2

(LCN2).

La medicion seriada del lactato no es tan determinante en pediatria como
en el adulto. Si se ha visto que una elevacion del lactato en urgencias se asocia
con una mayor probabilidad de ingreso a la UCIP, de soporte vasoactivo y de
disfuncién orgénica (Miescier MJ, Ped Emerg Care 2017, Scott HF, Acad Emerg Med
2012 y Gorgis N, Ped Emerg Care 2017). Otros estudios han demostrado que las
concentraciones elevadas de lactato al ingreso hospitalario se asocian con una
mayor mortalidad (Bai Z, BMC Pediatr 2014, Schlapbach LJ, ICM 2017 y Kim YA, ICM

2013).

1.7. TRATAMIENTO

La base principal del tratamiento de la sepsis y el shock séptico se centra
en el reconocimiento e inicio temprano del mismo. El tiempo es critico y el
tratamiento debe iniciarse rapidamente, en los nifilos con shock seéptico

preferentemente antes de que presenten hipotension.

Las ultimas guias de la ACCM/PALS 2014 han propuesto un conjunto de
medidas para ayudar al reconocimiento y manejo temprano de pacientes con
sepsis pediatrica. Estos incluyen medidas de reconocimiento, resucitacion,

estabilizacién y tratamiento por separado.

El conjunto de medidas de reconocimiento se centra en herramientas para
la identificacion rapida de la sepsis. El de resucitacion propone el establecimiento

de un acceso intravenoso rapido para poder iniciar la administracion de
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antibioticos e inicio de inotropos en casos de shock refractario a fluidos. Dentro
del paquete de estabilizacion los objetivos son la monitorizacion, tratamientos
dirigidos y control de la fuente de infeccidén. Finalmente, el de actuacion sugiere
el uso de acciones de mejora de la calidad en el cumplimiento de las guias e

identificacion de las barreras para su cumplimiento (Davis AL, CCM 2017).

Sin embargo, en adultos hay varias reservas acerca de que las
recomendaciones no admitan cambios de las guias basadas en los nuevos
hallazgos cientificos y no permitan el uso del juicio del médico cuando sea
necesario desviarse de los protocolos. La IDSA (Infectious Diseases Society of
America) no avala las guias actuales 2016 de la Surviving Sepsis Campaigne
(IDSA Sepsis Task Force, Clin Infect Dis 2018). Se necesitan mas estudios para
centrarse en las implicaciones de las politicas de salud en lo que se refiere a

tales directrices (Hershey TB, NEJM 2017).

En los EE. UU. desde el 2007 se han venido realizando una serie de
medidas para la mejora en la identificaciéon y tratamiento precoz de la sepsis,
fundamentalmente en la primera hora. Dichas medidas (administracion de
liquidos, antibidticos, agentes vasoactivos) han confirmado una disminucion en
la mortalidad, asi como, en la estancia en UCIP y hospitalaria (Davis AL, CCM

2017).

Se recomienda el inicio de los antibioticos dentro de la primera hora de la
presentacion clinica (Davis AL, CCM 2017), ya que su retraso, asi como la
presencia de hipotensién se asocian con una mayor mortalidad (Weiss SL, CCM
2014, Funk DJ, CCClin 2011, Kumar A, CCM 2006). La eleccion de la antibioterapia

empirica (Aneja RK, Curr Infect Dis Rep 2011) requiere del conocimiento de los
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factores de riesgo individuales del paciente (edad), estado de inmunizacion,
exposicion previa a antibidticos, historial de infecciones previas o colonizacion
potencial e historia previa de organismos multirresistentes. Ademas, es
imperativo conocer la prevalencia de diferentes organismos dentro de la
comunidad y cualquier resistencia asociada a antibioticos. Ciertas situaciones,
dado su estado de inmunosupresion, como trasplante de 6rganos solidos,
trasplante de progenitores hematopoyéticos y pacientes oncoldgicos tienen un

riesgo mayor a padecer infecciones graves.

El retraso en la administracion de liquidos de hasta 30 minutos o la
administracion insuficiente, se asocia con un mayor riesgo de mortalidad en los
nifos mayores de 2 afos (Oliveira CF, Ped Emerg Care 2008). Las pautas del
Colegio Americano de Medicina Critica / Soporte Vital Avanzado Pediatrico
(ACCM / PALS) recomiendan la reposicion de fluidos de hasta 40-60 ml / kg en
la primera hora para revertir el shock, siempre que no haya signos clinicos de

sobrecarga de liquidos (Davis AL, CCM 2017) (Figura 5).

En el caso de que no haya una respuesta a fluidos se recomienda iniciar
vasopresores. La literatura actual apoya el uso de dopamina y otros
vasopresores como noradrenalina por via periférica hasta obtener una via central
(Turner DA, Pediatr Emerg Care 2010). En los nifios, la situacion hemodinamica
puede variar en poco tiempo y saltar de una situacion de vasodilatacion a
vasoconstriccion y viceversa, por lo tanto, hay que estar atento a estos cambios
y modificar el tratamiento segun el patron que presenten en cada momento. En
la situacion de shock caliente, habitual en adultos, el vasopresor indicado es la

noradrenalina. La adrenalina se emplea como inovasopresor de inicio y en el
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shock frio (Davis AL, CCM 2017), actualmente ha desplazado a la dopamina como
inovasopresor inicial. Un ensayo aleatorizado reciente ha demostrado que el uso
de dopamina se asocia con una mayor mortalidad en comparacion con la
adrenalina (Ventura AM, CCM 2015, Davis AL, CCM 2017). El uso de vasopresina o
terlipresina en el shock refractario parece que no ofrece ningun beneficio sobre
la mortalidad (Masarwa R, Crit Care 2017). Se ha observado que el shock
pediatrico resistente a inovasopresores puede asociarse a estados de
insuficiencia suprarrenal relativa (Sarthi M, PCCM 2007 y Pizarro CF, CCM 2005).
La administracion de hidrocortisona en estos casos se incluye en el algoritmo
ACCM/PALS y en la Surviving Sepsis Campaign (Dellinger RP, Intensive Care
Med 2013y Davis AL, CCM 2017). Sin embargo, hay estudios que sugieren que la
administracion de hidrocortisona no se asocia con mejores resultados (Atkinson
SJ, Plos One 2014, Menon K, PCCM 2013 y Zimmerman JJ, PCCM 2011). Los
pacientes que suelen recibir hidrocortisona tienen un grado mayor de gravedad
de la enfermedad y, por lo tanto, tienen peores resultados y tasas de mortalidad

mas altas (Atkinson SJ Plos One 2014 y Nichols B, PCCM 2017).

En el contexto de un shock séptico refractario, la ACCM/PALS recomienda
el soporte con oxigenacion por membrana extracorpdrea (ECMO) (Davis AL, CCM
2017). La mortalidad en estos casos se estima alrededor del 50 % (Ruth A, Crit

Care 2015).

El algoritmo desarrollado por la ACCM/PALS pretende fundamentalmente
establecer una serie de medidas a aplicar en los primeros 60 minutos con el

objetivo de revertir rdpidamente los sintomas producidos por la sepsis.
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Los pacientes tratados dentro de las recomendaciones del algoritmo
(Algoritmo de la American College of Critical Care Medicine para el tratamiento de la
sepsis por objetivos en lactantes y nifios, Davis AL, CCM 2017) tienen una menor
duracion de la estancia y mortalidad. Algunos autores han constatado
dificultades en conseguir el reconocimiento precoz de la sepsis e implementar
las guias de tratamiento (Paul R, Pediatrics 2012, Kessler DO, J Emerg Med 2016 y

Thompson GC, J Emerg Med 2015).

0 min
Recognize decreased mental status and perfusion.
Begin high flow O, and establish 10/IV access according to PALS.
5 min
If no hepatomegaly or rales / crackles then push 20 mL/kg isotonic saline boluses
and reassess after each bolus up to 60 mL/kg until improved perfusion. Stop for
rales, crackles or hepatomegaly. Correct hypoglycemia and hypocalcemia.
Begin antibiotics.
15 min Fluid refractory shock?
Begin peripheral IV/IO inotrope infusion, preferably Epinephrine 0.05 — 0.3 pg/kg/min
Use Atropine / Ketamine IV/IO/IM if needed for Central Vein or Airway Access
Titrate Epinephrine 0.05 — 0.3 pg/kg/min for Cold Shock.
(Titrale central Dopamine 5 — 9 pg/kg/min if Epinephrine not available)
Titrate central Norepinephrine from 0.05 pg/kg/min and upward to reverse Warm Shock.
(Titrate Central Dopamine 2 10 pg/kg/min if Norepinephrine not available)
60 min Catecholamine-resistant shock?
If at risk for Absolute Adrenal Insufficiency consider Hydrocortisone.
Use Doppler US, PICCO, FATD or PAC to Direct Fluid, Inotrope, Vasopressor, Vasodilators
Goal is normal MAP-CVP, ScvQ, > 70%* and CI 3.3 — 6.0 Limin/m2
Normal Blood Pressure Low Blood Pressure Low Blood Pressure
Cold Shock Cold Shock Warm Shock
Sev0, < 70%* / Hgb > 10g/dL ScvO, < 70%* / Hgb = 10g/dL Scv0, = 70%*
on Epinephrine? on Epinephrine? on Norepinephrine?
Begin Milrinone infusion. Add Norepinephrine to If euvolemic, add Vasopressin,
Add Nitroso-vasodilator if Cl < Epinephrine to attain normal Terlipressin, or Angiotensin. But, if
3.3L/min/m? with High SVRI diastolic blood pressure. If Cl < Cl decreases below 3.3 L/min/m2
and/or poor skin perfusion. 3.3 Lmin/m? add Dobutamine, add Epinephrine, Dobutamine,
Consider Levosimendan if Enoximone, Levosimendan, or Enoximone, Levosimendan.
unsuccessful. Milrinone.

Persistent Catecholamine-resistant shock? Refractory Shock?

Evaluate Pericardial Effusion or Pneumothorax, ECMO
Maintain IAP < 12mmHg

Figura 5. Algoritmo del Colegio Americano de Medicina Critica para el tratamiento de
la sepsis por objetivos en lactantes y nifios.
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Davis AL, et al. American College of Critical Care Medicine Clinical Practice
Parameters for Hemodynamic Support of Pediatric and Neonatal Septic Shock. Crit
Care Med 2017

La implementacién de las herramientas de triaje basadas en criterios
clinicos especificos para la edad en las urgencias pediatricas, facilitarian la
identificacion temprana de la sepsis pediatrica. Dichos protocolos han
demostrado un aumento en el cumplimiento de las pautas que da como resultado
una administracion inicial de fluidos més oportuna y una administracion temprana
de antibidticos (Larsen GY, Pediatrics 2011, Cruz AT, Pediatrics 2011 y Lane RD,
Pediatrics 2016). Del mismo modo, la implementacién de guias diagnosticas de
sepsis pediatricas se ha desarrollado para pacientes hospitalizados en las
plantas médicas y quirargicas con el fin de facilitar la identificacion y evaluacion

temprana de posibles pacientes sépticos (Bradshaw C, Pediatrics 2016).

La necesidad de reconocimiento temprano e inicio rapido del tratamiento
estd bien documentada para pacientes adultos y pediatricos. Las tasas de
mortalidad por sepsis en adultos se reducen significativamente cuando se
completa la reanimacion y la administracion de antibiéticos en 90 minutos en
lugar de 3 horas (Sebat F, CCM 2007 y Rivers E, NEJM 2001). Del mismo modo, en
pediatria, cada hora que transcurre sin reanimaciéon adecuada, aumenta la
mortalidad en un 40% (Oliveira CF, Intensive Care Med 2008 y Weiss SL, Crit Care
Med 2014). Los nifios con relleno capilar prolongado o hipotension experimentan
una mortalidad del 5-7% y la mortalidad aumenta al 30% cuando ambos estan
presentes (Carcillo JA, Pediatrics 2009). Si el estado de shock puede revertirse en
el servicio de urgencias, la mortalidad se reduce al doble, mientras que la terapia
temprana dirigida a objetivos durante las primeras 72 horas ha reducido la

mortalidad en nifios del 40% al 12% (de Oliveira CF, Intensive Care Med 2008).

31



32



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
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2. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
2.1. ANTECEDENTES E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

La sepsis constituye un problema grave de salud en todo el mundo ya que
se asocia con una elevada morbilidad y mortalidad. Como el infarto o el ictus, se
considera una enfermedad tiempo dependiente ya que su retraso en el
diagnéstico y por lo tanto en el inicio del tratamiento condiciona un peor
prondstico. La instauracion precoz de un tratamiento antibiotico y un soporte
hemodindmico adecuado mejoran significativamente su pronostico (Seymour CW

NEJM 2017).

Actualmente para llegar a un diagndstico fiable recurrimos a las pruebas
de Microbiologia. El problema que tiene esta practica es que se necesita un
tiempo para poder facilitar los resultados y que ademas se pueden modificar por
la toma previa de antibioticos. Por ello se hace necesario disponer de otras
herramientas tales como biomarcadores, solos o en combinaciébn con
marcadores clinicos, para la toma de decisiones. (Oliveira CF, Pediatr Emerg Care

2008).

Entendemos como biomarcador a una molécula medible en una muestra
biologica de forma objetiva, cuyos niveles permitan diferenciar entre el proceso
normal y el patolégico y ademas sirva para monitorizar la respuesta al
tratamiento (Biomarkers definition Working Group 2001, Pierrakos C, Crit Care 2010).
El biomarcador ideal deberia tener la capacidad de establecer un diagndstico
precoz, incluso antes de que se manifiesten los signos graves de sepsis, lo cual
facilitara el tratamiento precoz. Deberia permitir la identificacion de los pacientes
graves y ademas monitorizar su evolucion.

En los pacientes con sepsis hasta ahora se han utilizado entre otros, el

lactato (como marcador de enfermedad y de evolucion clinica), marcadores del
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estado hiperinflamatorio tales como TNF, IL 13 and IL 6, IL 8, IL 18, asi como la
proteina C reactiva proteina cuya sintesis en el higado es estimulada por la IL-
6. Esta dltima también estimula la produccion de proteinas del complemento.
Hacia 1990, los investigadores descubrieron que la Procalcitonina (PCT),
precursor de la hormona calcitonina, estaba elevada en pacientes con infeccion
bacteriana y a partir de entonces se propuso como biomarcador (Karzai W,
Infection 1997).

En este momento los biomarcadores mas utilizados son la PCR (proteina
C reactiva) y la Procalcitonina (PCT). Los incrementos de PCR y PCT, fueron
afiadidos a la definicion de sepsis del 2003. Hasta la fecha se han publicado
numerosos estudios sobre diferentes biomarcadores en sepsis sin haber
encontrado el biomarcador ideal. Pierrakos y cols analizaron un total de 178
biomarcadores en una revision realizada en el afio 2010 (Pierrakos C, Crit Care
2010). Tras su revision concluyeron que ninguno de ellos tiene la suficiente

especificidad o sensibilidad para emplearse de rutina en la practica clinica.

2.2. HIPOTESIS DEL ESTUDIO
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El diagnéstico de sepsis se basa fundamentalmente en la clinica y en la
interpretacion de marcadores plasmaticos poco especificos. La PCR y la PCT,
dos de los marcadores mas utilizados en el laboratorio no han conseguido
demostrar su valor diagnostico debido a su falta de especificidad ya que se

alteran en otras situaciones diferentes a la sepsis.

La importancia de un diagnéstico correcto es esencial para el manejo de
la infeccion. Un retraso en su diagnoéstico puede tener consecuencias
irreversibles. El diagnostico precoz facilita el tratamiento temprano y mejora el

prondstico de la enfermedad.

Por estos motivos se genera la necesidad de buscar biomarcadores no
invasivos que permitan al clinico diferenciar cuando un paciente puede presentar

una sepsis.

En este estudio, se propone la busqueda de biomarcadores en pacientes
pediatricos con sepsis, a través de la utilizacion de la protedmica en el suero,
para identificar proteinas que puedan estar alteradas y que permitan realizar un

diagnéstico mas preciso y temprano de la sepsis.

La investigacion en biomarcadores de naturaleza proteica en la sepsis
pediatrica podria contribuir a mejorar el conocimiento de la fisiopatologia de la
sepsis a esta edad y aumentar las herramientas diagnosticas para el

reconocimiento precoz de los pacientes con sepsis.

2.3. OBJETIVOS
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2.3.1 Objetivo general

El objetivo principal de esta tesis es la identificacion de nuevos
biomarcadores séricos de diagndstico en pacientes pediatricos que

permitan diagnosticar precozmente la sepsis.

2.3.2 Objetivos especificos

1. Estudiar las caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes
diagnosticados de sepsis y shock séptico

2. Analizar el perfil protedmico sérico de pacientes diagnosticados de sepsis
y shock séptico y controles sanos.

3. Determinar las diferencias en el perfil proteGmico entre los pacientes
sépticos y los controles.

4. ldentificar posibles biomarcadores proteicos para el diagnostico de sepsis.

5. Validar las proteinas seleccionadas en un grupo independiente de

pacientes sépticos y controles mediante ELISA.
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3. SUJETOS Y METODO

Estudio analitico observacional de casos y controles, realizado en el HUC
(Hospital Universitario de Cruces, Bizkaia-Espafia). Durante el periodo de marzo
del 2013 a octubre del 2016 se estudiaron los pacientes ingresados en la UCIP
con el diagnostico de sepsis grave /shock séptico. El estudio fue aprobado por
el Comité Etico de Investigacion Clinica de Euskadi y todos los participantes

padres, tutores, pacientes o controles firmaron el consentimiento informado.

3.1. SUJETOS

3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Pacientes: se incluyeron en el estudio a los pacientes pediatricos (edad 1 mes
a 16 anos) diagnosticados de sepsis grave, definida como un SIRS secundario
a un proceso infeccioso acompafado de disfuncion de 6rganos (Goldstein B,
Pediatr Crit Care Med 2005) y a los pacientes con shock séptico definido como

sepsis con disfuncion cardiovascular a pesar de la administracién de liquidos.

Los diagndsticos de sepsis grave y shock séptico se adjudicaron de acuerdo con
la Conferencia Consenso de sepsis pediatrica del 2002 (Goldstein B, Pediatr Crit

Care Med 2005)

Controles: se incluyeron nifios sanos, que precisaran analitica dentro de un
estudio preoperatorio de una cirugia menor (hernia inguinal, etc.) o nifios vistos
en consultas sin enfermedad demostrada (talla baja familiar, etc.). No se recogio
la muestra si en ese momento presentaban fiebre o una enfermedad aguda

inflamatoria asociada.
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3.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Transfusion reciente
Pacientes con inmunodeficiencia primaria o secundaria a otras

patologias (trasplante, pacientes oncolégicos, etc.).

3.1.3 VARIABLES DE ESTUDIO

De cada paciente del estudio se recogieron las siguientes variables:

Datos generales del paciente: edad, sexo, peso y procedencia del
ingreso.

Antecedentes personales: prematuridad, cardiopatia, etc.

Evaluacion inicial: hora de ingreso, foco de la sepsis y motivo de ingreso
Disfuncién de 6rganos: cardiovascular, respiratorio, neurolégico, renal,
hematolégico y hepatico.

Analitica y constantes proximas a la extraccion de la muestra
(incluyendo entre otros PCR y PCT), citoquinas y proteinas
Microbiologia, cultivos

Tratamiento antibiotico

Tratamiento general: Fluidos, inovasopresores, ventilacion mecanica,
corticoides, insulina, terlipresina, concentrado de hematies, ECMO.
Resultados: dias de ventilacidbn mecanica, soporte vasoactivo, escala de
gravedad (PRISM 3), dias de estancia en UCIP y en el hospital,

resultado en UCIP y en hospital.

3.2. MATERIALES Y METODO
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3.2.1 OBTENCION Y CONSERVACION INICIAL DE LAS MUESTRAS EN

UcCIP

Los sueros de los pacientes fueron recogidos tras su sospecha diagnostica

en las primeras 12-24 horas del inicio del cuadro, preferentemente al ingreso.

Tanto la obtenciébn como el procesamiento de las muestras se realizaron

de acuerdo con un protocolo estandarizado.

La extraccion de la muestra de sangre para el estudio de los pacientes
sépticos se llevo a cabo en la UCIP, utilizandose la via venosa periférica o central
que se habia conseguido para obtener la analitica general que se solicita en

estos casos.

En los controles, la obtencién de la muestra se realiz6 en el area de
extracciones del hospital a través del mismo acceso venoso que se utilizé para

la extraccion de la analitica solicitada para su estudio preoperatorio.

Para la recogida de muestras se utilizaron tubos amarillos con gel
separador. BD Vacutainer® SST™ || Advance Tubes. Plymouth PL6 7BP UK.

(Ref. 367953 y 367955).

El volumen de muestra fue diferente en funcion del peso del nifio:

- Para > 30 kg: Un tubo amarillo con gel separador de 8,5 ml

- Para < 30 kg: Un tubo amarillo con gel separador de 5 ml
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- La sangre de los pacientes tras su extraccion se conservo en nevera a
4°C, antes de su traslado al Biobanco. No se utilizé ninguna muestra de
sangre que llevara mas de 48 horas almacenada en estas condiciones.

- Se intentd en lo posible extraer la muestra antes de iniciar nuevos
tratamientos en la Unidad (hora: 0). Si no fue posible, la muestra se

recogio preferentemente durante las primeras 12-24 horas.

3.2.2. ENVIO DE LA MUESTRA AL BIOBANCO

Una vez obtenidas las muestras se contacto con el Biobanco del Instituto
de investigacion de Biocruces Bizkaia para su envio. Si no era posible, la muestra
se mantenia refrigerada a 4°C hasta su recogida por el personal del Biobanco.

Se registré el tiempo de almacenamiento (Maximo 48 horas).

Una vez recibidas las muestras se registraron en su plataforma
informatica y se procesaron de forma inmediata para reducir al maximo el tiempo

transcurrido desde la extraccion hasta el almacenamiento definitivo.

3.2.3. OBTENCION DE SUERO A PARTIR DE MUESTRAS DE SANGRE

Los tubos Vacutainer® para obtenciéon de suero se procesaron siguiendo el

Protocolo normalizado de trabajo (PNT) de Biobanco:

- Centrifugar a 1300 xg durante 20 minutos a temperatura ambiente.
- Alicuotar el suero obtenido en tubos de ensayo micronic (Wilmut:
W051100) (volumen 500 pl).

- Congelacion a -80° C.
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3.3 METODOLOGIA DE LOS ESTUDIOS DE PROTEOMICA EN LAS

MUESTRAS

Para el estudio del proteoma se seleccionaron 10 pacientes
diagnosticados de sepsis 0 shock séptico, 5 con sepsis producida por bacterias
Gram + y 5 con sepsis desencadenada por bacterias Gram —, y 5 pacientes
controles sanos. Los sueros de los pacientes fueron recogidos tras su sospecha
diagnostica en las primeras 12-24 horas del inicio del cuadro, preferentemente

al ingreso.

El andlisis del proteoma sérico debido a la dificultad para encontrar
proteinas de baja abundancia requiere primero de la deplecién de las proteinas
séricas elevadas (albumina e inmunoglobulina, entre otras) (Cao et al. 2014;
Bréchot et al., 2015). Para ello se utilizd6 un kit especifico que elimina las 12
proteinas mas abundantes del suero del paciente (Thermo Scientific Pierce Top

12, Thermo Scientific, Walthman, Massachusetts, EE. UU.). Anexo 3

Las muestras resultantes fueron posteriormente sometidas a una
digestion siguiendo el protocolo FASP (Filter-aided sample preparation) descrito
por Wisniewski et al. con modificaciones menores (Wisniewski et al., Nat Methods
2009). Es un método para generar péptidos a partir de mezclas de proteinas

complejas antes del andlisis de espectrometria de masas.

Se afiadio tripsina en una relacion tripsina: proteina de 1:10, y la mezcla
se incubd durante un dia a 37°C, se seco en un concentrador SpeedVac RVC2

25 (Christ) y se resuspendié en acido férmico (FA) al 0,1%.
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Después de esto, se llevo a cabo la cromatografia liquida (LC) usando
un NanoAcquity nano-HPLC (Waters), equipada con una nano-columna BEH
C18 (200 mm x 75 uym, 1.8 ym Waters). Se utilizé6 una rampa cromatografica de
120 min (5 a 60% de Acetonitrile, ACN) con un flujo de 300 nL/min. La fase movil
A era agua que contenia acido formico al 0,1% v/v, mientras que la fase movil B
era ACN que contenia acido formico al 0,1% v/v. Se cargaron 0,5 yg de cada

muestra para cada ensayo.

El siguiente paso fue el andlisis de espectrometria de masas. Los
péptidos fueron eluidos (extraccion mediante un liquido apropiado de una
sustancia del medio solido que la ha absorbido) directamente en el
espectrometro de masas LTQ Orbitrap XL a través de una fuente capilar nano-
Electrospray (Proxeon Biosystems), a 300 nL/min y usando un gradiente lineal
de 120 minutos de acetonitrilo de 3 - 40%, seguido de un aumento al acetonitrilo
al 40% para los siguiente 30 minutos. El espectrometro de masas para la
adquisicion de datos permiti6 mediante el modo DDA (Automated Data
Dependent Acquisition) cambiar automaticamente de MS a MS/MS. Se
obtuvieron espectros de exploracion de MS completa (m/z 400-2.000) en el

Orbitrap con una resolucion de 30.000 (a m/z 400).

Después de cada exploracion, los seis iones mas intensos por encima de
1.000 contajes obtenidos en la trampa ibénica lineal se fragmentaron
secuencialmente mediante disociacion inducida por colision (CID). Los
precursores con estados de carga de +2 y +3 se seleccionaron especificamente
para CID. De esta manera se obtuvo el “espectro de fragmentacion” o espectro

MS/MS.
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Los espectros de fragmentacion contienen la informacion acerca de la
secuencia aminoacidica del péptido aislado. De este modo podemos identificar
las proteinas, ya no solo a partir de datos de su masa sino también de datos de

la secuencia con un alto nivel de confidencia.

Los péptidos se excluyeron de un analisis adicional durante 60 segundos

usando la caracteristica de exclusién dinamica.

La busqueda en bases de datos se realizo utilizando MASCOT 2.2.07
(Matrixscience, London, UK) frente a una base de datos UNIPROT - Swissprot

llena soélo de entradas correspondientes a Homo sapiens (sin isoformas).

Para la identificacion de proteinas se adoptaron los siguientes
parametros: carbamidometilacion de cisteinas (C) como modificacion fija y
oxidacion de metioninas (M) como modificaciones variables, 10 ppm de
tolerancia de masa de péptidos, tolerancia de masa de fragmentos de 0,5 Da y

hasta 2 puntos de escision perdidos, cargas de péptidos de +2 y + 3.

Se empled Progénesis LC-MS (version 2.0.5556.29015, Nonlinear
Dynamics) para el analisis de expresion de la proteina diferencial libre de
etiqueta. Se utiliz6 una de las ejecuciones como la referencia a la que se
alinearon las masas precursoras en todas las demas muestras. Sélo se
seleccionaron las caracteristicas que comprenden cargas de +2 y +3. Las
abundancias crudas de cada caracteristica se normalizaron automaticamente y
fueron logaritmizadas contra la serie de referencia. Las muestras se agruparon
de acuerdo con la comparacion que se realizd, y se realiz6 un andlisis de

ANOVA. Una lista de picos que contenia la informacién de todas las opciones se
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gener0 y exporté al motor de busqueda Mascot (Matrix Science Ltd.). Este
archivo fue buscado en una base de datos Uniprot / Swissprot bajo las
condiciones indicadas en la seccion anterior, y la lista de péptidos identificados

fue importada de nuevo a Progénesis LC-MS.

La cuantificacion de proteinas se realiz6 sobre la base de los tres péptidos
no conflictivos mas intensos (péptidos que se producen en una sola proteina),
excepto para las proteinas con sélo dos péptidos no conflictivos. La importancia
de los cambios de expresién se probd a nivel de proteina, y las proteinas
identificadas con al menos dos péptidos y un valor de ANOVA p menor de 0,05
y una proporcion mayor a 2 en cualquier direccion se seleccionaron para analisis

adicionales.

3.3.1. ENSAYOS INMUNOENZIMATICOS (ELISA)

Para la validacion de las proteinas obtenidas se utilizé la técnica ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), en espafiol “ensayo por

inmunoabsorcion ligado a enzimas”.

Esta técnica se utiliza para cuantificar e identificar determinadas
moléculas (proteinas, hormonas, etc.) en distintos tipos de soluciones (sangre,

orina, extractos de tejidos, cultivos celulares, etc.).

El estudio de ELISA se realiz6 en 37 sépticos y 21 controles (en la

siguiente tabla estan los pacientes y controles analizados por cada proteina):
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PROTEINAS SEPTICOS (n) CONTROLES (n) \

SAA1 27 20
CFAB 29 19
LTF 29 21
sCD163 37 10
sCD25 37 10
LRG1 29 6

La Base para su realizacion es la siguiente:

La realizacidon de estos ensayos tipo ELISA se basa en que la solucion en
la que se tiene la molécula problema a estudiar se inmoviliza en una placa de
microtitulacion de poliestireno y se detecta con otras moléculas especificas para
esta molécula problema. La molécula problema se llama antigeno (Ag) vy la
molécula que la detecta seria el anticuerpo (Ac). Los Ac (monoclonales y

policlonales) reconocen estructuras dentro del Ag.

Existen 4 tipos de ELISA. Los mas utilizados son el indirecto y el tipo sandwich.
En el estudio utilizamos el ELISA tipo sandwich, por ser més, especifico y tener

mayor sensibilidad.

Pasos del ELISA en Sandwich. Figura 6

1. La placa se sensibiliza con Ac que reconocen el Ag que se quiere detectar. Se
utiliza el Ac a una dilucidn concreta en PBS (Phosphate Buffered Saline) y un pH
determinado, dependiendo de las caracteristicas de cada ELISA. Se incuban

permitiendo la fijacion del Ac a la placa.

2. Después se elimina el exceso del Ac y el sobrenadante mediante lavados con

un tampon adecuado.
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Estos 2 primeros pasos ya venian realizados en el método adquirido,

USCN Life Science Inc.Houston (Anexo 4).

3. Se procede a bloquear los pocillos rellenando todos los huecos donde no hay
Ac y evitar que cuando echemos nuestra muestra se produzcan uniones
inespecificas con otras moléculas no deseadas que pudieran interferir con el
resultado. La solucién de blogueo es una proteina que no reacciona con los Ac
ni con el resto de los reactivos del ensayo, generalmente se usa albumina sérica

bovina. Se incuba el tiempo necesario para que se fije a los mismos.

4. Se elimina la solucion de bloqueo y se procede a lavar con una solucién

adecuada.

A partir de este momento la placa esta preparada para realizar el ELISA.

5. Se aflade a la placa la muestra donde va el Ag problema y las muestras que
se han preparado previamente para poder realizar nuestra curva estandar. La
curva estandar se realiza con diluciones gue se han hecho del Ag en cantidades
conocidas. Se rellenan los pocillos por duplicado con los 2 tipos de muestras (Ag
problema y muestras conocidas). El Ag que esta presente en la muestra se une

al Ac que esta en la placa.

6. Se incuba. Se tira el exceso de muestra que no se ha unido al primer Ac.

7. Se afade el Ac secundario, en esta ocasion unido a un enzima, que se va a

unir al Ag presente en las 2 muestras.

8. Se incuba permitiendo la unién del Ac secundario con la enzima a los
inmunocomplejos previos (Ac primario-Ag)
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9. Después de eliminar el Ac secundario y la enzima sobrante se realizan los
lavados correspondientes y a continuacion se afiade el sustrato cromégeno que
va a reaccionar con la enzima y que va a dar una intensidad de color en funcién

de la cantidad de Ag que hay en la muestra.

Se incuba durante un tiempo que va a depender de la cantidad de antigeno que
hay en las muestras hasta que se desarrolle el color de manera gradual en

funcion de las concentraciones de Ag.

10. La ultima parte consiste en ver qué cantidad de proteina-Ag se tiene en cada
una de las muestras. La intensidad del color se mide en un aparato

(espectrofotdmetro) a una determinada longitud de onda.

gt
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- < <

Y Y Y Y

Figura 6. Representacion del ELISA sandwich. (1) La placa se sensibiliza con un
anticuerpo, (2) se afiade la muestra y el antigeno problema se une al anticuerpo (3) Se
aflade el anticuerpo secundario, en esta ocasién unido a un enzima, que se une al
antigeno (4) se afiade el sustrato que reacciona con el enzima y da lugar al color.

Los resultados numéricos son medidas de absorbancia-densidad Optica
que estan relacionadas con intensidad de color, a mayor color mayor valor de
densidad Optica, a menor intensidad de color menor valor de intensidad éptica lo

que indica una menor concentracion de Ag en la muestra. Después se genera
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una curva estandar en la que se conocen las concentraciones del antigeno y se
puede saber a cada densidad Optica la concentracion de antigeno que le
corresponde Un ejemplo de esta curva lo vemos en la figura 7. Con la grafica
estandar que se ha preparado con las concentraciones de Ag conocidas
podemos extrapolar los valores de absorbancia de nuestra muestra problema y

conocer asi el valor de concentracién que le corresponde a cada punto.
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Typical Standard Curve for CFB, Human ELISA.

Figura 7. Modelo curva estandar

Para la realizacion de los ELISAs seguimos las indicaciones del proveedor. (Cloud —

Clone Corp.) Las refrencias de las ELISAS son las siguientes:

e R&D Systems, Minneapolis, MN, USA para sCd25 y sCD163.
e USCN Life Science Inc.Houston, TX, USA para LRG1, LTF, CFAB y SAAL.

(Anexo 4)

3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de las variables demograficas, clinicas y del
laboratorio se utilizé el programa SPSS 23 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) para

Windows.
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Se analizaron las siguientes variables:

Datos generales del paciente: edad, sexo, peso y procedencia del ingreso.
Antecedentes personales: prematuridad, cardiopatia, etc.

Evaluacion inicial: hora de ingreso, foco de la sepsis y motivo de ingreso
Disfuncion de 6rganos: cardiovascular, respiratorio, neurolégico, renal,
etc.

Analitica y constantes proximas a la extraccion de la muestra (incluyendo
entre otros PCR y PCT), citoquinas y proteinas

Microbiologia, cultivos

Tratamiento antibiotico

Tratamiento general: Fluidos, inovasopresores, ventilacion mecanica,
corticoides, insulina, terlipresina, concentrado de hematies, ECMO.
Resultados: dias de ventilacibn mecéanica, soporte vasoactivo, escala de
gravedad (PRISM 3), dias de estancia en UCIP y en el hospital, resultado

en UCIP y en hospital.

Para el analisis descriptivo utilizamos la media, mediana, cuartiles y

rangos, en funcion del tipo de distribucion que presentara la variable. Para

valorar la distribucion que seguian las variables se realiz6 la prueba de

Kolmogorov-Smirnov.

Para valorar diferencias entre variables utilizamos test no paramétricos (U

de Mann-Withney) en el caso de variables que no seguian una distribucién

normal y la t de Student para aquellas con distribucion normal. Valores de p

< 0.05 fueron aceptados como estadisticamente significativos.
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Se realizaron correlaciones bivariadas de las proteinas con
biomarcadores utilizados en la practica clinica mediante la prueba de

correlacion de Pearson.

Por ultimo, para evaluar la fuerza de las proteinas identificadas como test
diagnésticos utilizamos el area bajo la curva ROC (AUROC) con su
sensibilidad y especificidad, asi como sus intervalos de confianza,
determinando el punto de corte 6ptimo mediante el indice de Youden. La
precision de la prueba AUROCC se definié como: excelente (0.9 a 1.0); bueno
/ regular (0.7 a 0.9); pobre (0.6 a 0.7); y no es util (<0,6). Asi como su

representacion en el diagrama de cajas.

Para el andlisis de los procesos biologicos en los que participan las proteinas
se utilizé la base de datos STRING. (STRING: functional protein association

networks. https://string-db.org/).

La relacion entre las proteinas comunes en los grupos estudiados se
realizd mediante Oliveros, J.C. (2007-2015) Venny. Venn's diagrams.

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html.

El grafico de la relacion entre la significacién estadistica “p” y el fold

change se hizo mediante Graphpad. Prism 8.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERISTICAS CLINICAS DEL GRUPO DE PACIENTES

SEPTICOS Y CONTROLES

Durante el periodo comprendido entre marzo del 2013 y octubre del

2016 se recogieron 75 muestras de sangre de 74 nifos.

Pacientes sépticos: se incluyeron 51 episodios, en 50 pacientes, de sepsis

grave / shock séptico, (1 paciente oncologico presentd durante el periodo de

estudio 2 episodios de sepsis); 12 de los casos cumplian los criterios de
sepsis grave 23,5% y 39 (76,4%) presentaban al ingreso criterios de shock
séptico, de acuerdo con la conferencia consenso para la definicion de sepsis
pediatrica del 2002, (Goldstein B, Pediatr Crit Care Med 2005) comentado en

sujetos y meétodo (criterios de inclusion).

Controles: se incluyeron 24 controles sanos siguiendo los criterios reflejados

en el apartado sujetos y método (criterios de inclusién) .

4.2. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES CON SEPSIS

4.2.1. DATOS GENERALES

En la tabla 7 se muestran los datos descriptivos de la poblacion global de

pacientes con sepsis.

La mediana de la edad de los pacientes fue de 4,19 afios (P2s-P7s: 2,24-8,81) y

la mediana del peso fue de 17, 4 Kg. (P25-P7s: 12-29,5).
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El motivo de ingreso fue principalmente por un motivo médico (96%), solo 2
pacientes lo fueron por indicacion quirdrgica, uno de manera programada y otro
de manera urgente.

El 49% de los pacientes referian diferentes comorbilidades o
enfermedades cronicas asociadas, destacando la inmunosupresion (22%)
fundamentalmente secundaria a cancer (8) y trasplante renal (3).

El foco principal primario de la infeccion fue el endovascular (57%).
Presentaron disfuncion de érganos 39 pacientes (76,5%).

Tabla 7. Datos generales de la poblacion global de sepsis.

TOTAL DE PACIENTES SEPSIS CONTROLES
N 51 24
Sexo (% Mujeres) 25/26 (49%) 12/12 (50%)
EDAD (afios), mediana P2s-Ps 4,19 (2,24, 8,81) 8,2 (3,7-12,44)
PESO (Kg), mediana P2s-P7s 17,4 (12; 29,5)
Procedencia

URGENCIAS 31 (60,8%)

PLANTA HOSPITALIZACION 10 (19,6%)

OTRO HOSPITAL 9 (17,6%)

CIRUGIA URGENTE 1 (2%)

Tipo de ingreso

MEDICO n(%) 49 (96,1%)
QUIRURGICO 2 (4%)

Antecedentes Personales

INMUNOSUPRESION 11 (22%)

NEOPLASIA 8 (16%)

ENF NEUROLOGICA 4 (7,8%)

INSUF RESPIR CRONICA 4 (7,8%)
PREMATURIDAD 3 (5,9%)
CARDIOPATIA CONGENITA 3 (5,9%)

INSUF RENAL CRONICA 3 (5,9%)

Origen

ENDOVASCULAR 29 (56,9%)
RESPIRATORIO 8 (15,7%)
ABDOMINAL 3 (5,9%)

OTROS 11 (21,56%)
Disfuncién de 6rganos

DISFUNCION CARDIOVASCULAR 39 (76,5%)
RESPIRATORIA 12 (23,5%)

RENAL 9 (17,6%)
PLAQUETOPENIA 9 (17,6%)
COAGULOPATIA 8 (15,7%)
NEUROLOGICA 6 (11,8%)

HEPATICA 3 (5,9%)
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De este grupo general eliminamos del andlisis a los 11 casos que

cumplian criterios de exclusion: pacientes con inmunodeficiencia primaria o

secundaria a otras enfermedades [oncologicos (8) y trasplante renal (3)].

En la Tabla 8 se muestran los datos descriptivos de las poblaciones con

sepsis grave (SG) y shock séptico (SS).

Tabla 8. Caracteristicas de los pacientes con sepsis grave y shock séptico

Sexo (% mujeres)
Edad afios (mediana P2s-Ps)

Peso kg (mediana P2s-Ps)
PRISM (mediana P2s-P7s)

Comorbilidades:
Prematuridad
Cardiopatia

Insuficiencia Respiratoria

cronica

Enfermedad neuroldgica

Procedencia
Urgencias
Sala
Otro hospital
Quiréfano
Ingreso
Médica
Quirdrgica

Disfuncién de érganos
Cardiovascular

Renal

Plaguetopenia
Coagulopatia

Hepatico

Respiratorio

Neurologico
Infeccién

Microbiol6gicamente
documentada
Lugar de la infeccidn

Bacteriemia
Neumonia

Intraabdominal

Otros
Soporte en UCIP
Vasoactivos n(%)

18/22 (55%)
3,83 (1,6-8,3)

16 (11-29)
7 (4-11)

3 (7,5%)
3 (7,5%)

4 (10%)
4 (10%)

28 (70%)
2 (5%)

9 (22,5%)
1 (2,5%)

38 (95%)
2 (2,5%)

33 (82,5%)
8 (20%)

2 (5%)

7 (17,5%)
3 (7,5%)
12 (30%)
5 (12,5%)

21 (52%)
21 (52,5%)
8 (20%)

3 (7,5%)

8 (20%)

33 (82,5%)
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5/2 (71,4%)
1,04 (0,38-
8,7)

8,7 (7-35)
4 (2,7-4,5)

2 (28,6%)

1 (14,3%)

4 (57,1%)

3 (42,9%)

7 (100%)

2 (28,6%)

4 (57,1%)

2 (28,6%)
5 (71,4%)

17/16 (51,5%)
4,02 (2,28-8,5)

17 (12-29)
8 (4,5-13,5)

1 (3%)
3 (9%)

3 (9%)
4 (12%)

24 (72,7%)
2 (6,1%)

6 (18,2%)
1 (3%)

31(94%)
2 (6%)

33 (100%)
8 (24%)

2 (6%)

7 (21%)

3 (9%)

10 (30%)
5 (15%)

17 (51,5%)
19 (57,6%)
3 (9%)

3 (9%)

8 (18,3%)

33 (100%)



NAD n, dosis pg/k/min 16 (0,3; 0,05-1) 16 (0,3; 0,05-1)

ADR n, dosis pg/k/min 14 (0,3; 0,1-1) 14 (0,3; 0,1-1)
DOP n, dosis pg/k/min 26 (10; 5-20) 26 (10; 5-20)
VM n° 13 (32,5%) 1 (14,3%) 12 (36,4%)
VNI n° 1 (2,5%) 1 (14,3%)
IRA n° 7 (17,5%) 7 (21%)
Hidrocortisona n® 11 (27,5%) 1 (14,3%) 10 (30,3%)
Insulina n® 1 (2,5%) 1 (3%)
Duracién del soporte (d)
Vasoactivo (mediana P2s-P7s) | 2 (1-3) 2 (1-3)
VM (mediana P2s-P7s) 3 (2-5) 12 3 (2-5)
Duracién estancia (d)

UCIP 3 (2-6) 2 (1-5) 3 (2-6)

Hospital 7 (6-9,5) 7 (6-14) 7 (6-9)
Resultado Hospital

Vivo 38 7 31

Muerto 2 (1 urgencias) 0 1

SG: sepsis grave; SS: shock séptico; NAD: noradrenalina, ADR: adrenalina, DOP:
dopamina; VM: ventilacibn mecénica; VNI: ventilaciébn no invasiva; IRA: insuficiencia
renal aguda.

4.2.2. SEPSIS GRAVE (SG)

Se registraron 7 episodios de SG, 5 mujeres y 2 hombres (Tabla 8). Con
una mediana de edad al diagndstico de 1,04 afios y una mediana de peso de 8,7
Kg. Cuatro pacientes provenian de Urgencias y 3 de otro Hospital. Tres de los
pacientes referian diferentes antecedentes personales (2 prematuridad y 1

insuficiencia respiratoria cronica).

El motivo de ingreso en el hospital fue en todos los casos de causa
médica. El origen de la infeccion fue en 5 respiratorio y 2 casos endovascular.

Dos pacientes presentaron disfuncion respiratoria.

Los resultados de las constantes vitales y analitica en las primeras 24

horas se muestran en la tabla 9.
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Tabla 9. Analitica y constantes de los pacientes con sepsis grave/shock séptico.

TAM (mediana P2s-P7s) 59 + 18 79,5 (59-79) 56,61 (45-70)
FC media 158 + 32 179 + 36 153,5 + 29,6
FR media 35+12 43+12 33,6 +12.2
T° media 37,8+ 1,3 38,2+1,1 37,7+ 1,3
PVC media 10,2+ 4,2 63 10,7+ 4
SatvO2 media rango 774+12 74,6% + 8,3 77,9% + 11
Hemoglobina (g/dL) 10,79+ 1,3 11,6 +£0,9 10,6 £1,3

media

Leucocitos 10%/uL
media

14.827 + 10.390

14.785 + 10.860

14.836 + 10.462

Plaquetas 103 pL 230.475 + 311.571 213.272 +
110.571 139.265 97.570
Creatinina (mg/dL) 0,6+0,5 0,31+£0,3 0,66 = 0,5
Urea (mg/dL) 35,4+ 24 17,4+9 39+ 25
Bicarbonato 18,4 £ 4,7 20,4+238 17,9+49
pH 7,28 £0,13 7,35+ 0,07 7,27 £0,14
Exceso de Bases -7,8+6 -45+24 -8,5+6,3
Bilirrubina (mg/dL) 0,65 % 0,7 0,4 +£0,15 0,6 £0,7
Glucemia (mg/dL) 105 + 47 110 £ 12 104 £51
Lactato (mg/dL) 29,87 (6-101) 245+ 14 31+23
PCR (mg/dL) 13,9+9,2 149+11 13,6+8
Procalcitonina (ng/mL) 35,23+ 32 11,2+8,1 40 + 32

Tension arterial media (TAM); Frecuencia cardiaca (FC); Frecuencia respiratoria (FR).
Exceso de bases (EB); Temperatura (T°). Todos los valores se expresan en media e IC
95%., salvo TAM en mediana y cuartiles.
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La mediana de la diferencia de horas entre el inicio de la sepsis y el
ingreso en la UCIP, en este grupo fue de 5 horas, (P25 1 hora - P75 24 horas)

rango 0-26 horas.

La media al ingreso de lactato fue de 24,5 + 14 mg/dL, la media de PCR

fue de 14,9 £ 11 mg/dL y la media de la PCT fue de 11,2 + 8,1 ng/mL.

Los gérmenes aislados y el tratamiento antibidético empleado en este
grupo de pacientes se muestran en la tabla 10. El porcentaje de hemocultivos

positivos en este grupo fue de 57,1% (4 de 7).

Tabla 10. Gérmenes y antibidticos empleados en los pacientes con sepsis grave.

Gérmenes aislados Antibioticos empleados

1 Streptococcus Pneumoniae Cefalosporinas de 32 G, 7 (100%)
1 Streptococcus pyogenes Clindamicina 2

1 Neisseria Meningitidis Macrolidos 2

1 Acinertobacter Baumanii Glucopéptido 2

Quinolonas 1

Entre las medidas de tratamiento: recibieron expansiones con cristaloides,
media de 525 mL * 383 (rango: 160-1.000) y albumina, media de 600 mL = 565
(rango: 20 -1.000). La saturacion venosa media fue de 74,6%. El lactato medio

fue de 2,79 mmol/L.

Otros tratamientos:

Ningun paciente requiri6 soporte inovasoactivo. Uno hidrocortisona
(14,3%). Un paciente fue intubado (14,3%), y uno fue manejado con ventilacion
no invasiva (VNI). El paciente intubado presento un sindrome de dificultad
respiratoria aguda (SDRA) y requirio oxigenacion de membrana extracorporea

(ECMO) durante 12 dias. El valor de la mediana del PRISM-3 (Riesgo de
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mortalidad pediatrica, escala que predice la mortalidad basada en parametros

fisiologicos) fue de 4 (P25-P7s, 2,7-4,5).

La mediana de la estancia media en UCIP fue de 2 dias (P2s 1 dia - P75
5 dias) rango 1-22 dias y la mediana de la estancia hospitalaria fue de 7 dias
(P25 6 dias - P75 14 dias) rango 4-32 dias. En este grupo no fallecié ningun

paciente.

4.2.3. SHOCK SEPTICO

Se registraron 33 episodios de shock séptico 17 mujeres y 16 hombres
(Tabla 8), con una mediana de edad al diagndéstico de 4,02 afios y una mediana
de peso de 17 Kg. Veinticuatro pacientes provenian de urgencias, 6 fueron
trasladados de otros hospitales, 2 de la sala de hospitalizacion y 1 de quiréfano
tras una cirugia urgente. Nueve pacientes referian diferentes antecedentes
personales (4 asociaban una enfermedad neurolégica, 3 una cardiopatia
congénita, 3 insuficiencia respiratoria cronica y 1 exprematuridad). EI motivo de
ingreso en el hospital fue de causa médica en 31 de los pacientes y en 2 tras

una intervencion.

El origen de la infeccién fue en 19 casos endovascular, 3 abdominal, 3
respiratorio y en 8 (4 Tejidos blandos, 2 sistema nerviosos central (SNC), 1

Infeccion por catéter, 1 musculo esquelético).

Disfunciébn de o6rganos: los 33 pacientes presentaron disfunciéon
cardiovascular, 10 disfuncion respiratoria, 8 disfuncion renal, 7 coagulopatia, 5

disfuncién neurologica, 3 disfuncion hepética y 2 plaquetopenia.
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Los resultados de la analitica en las primeras 24 horas se muestran en la Tabla

9.

La mediana de la diferencia de horas entre el inicio de la sepsis y el
ingreso en la UCIP, en este grupo fue de 8,25 horas, (P25 1 hora - P75 24 horas)

rango 0-48,3 horas.

La media al ingreso de lactato fue de 31 + 23 mg/dL, la media de PCR fue

de 13,6 + 8 mg/dL y la media de la PCT fue de 40 + 32 ng/mL.

Los gérmenes aislados y el tratamiento antibidético empleado en este
grupo de pacientes se muestran en la tabla 11. El porcentaje de hemocultivos
positivos en este grupo fue de 53,1% (17 de 32). De los 32 pacientes, 13

recibieron monoterapia, 10 biterapia y 9 triple terapia antibidtica.

El tratamiento antibidtico inicial fue de Cefalosporinas de 32 generacion en
28 (85%) y carbapenem en 5 (15%). Otros antibioticos asociados fueron:

Glucopéptidos 15, Clindamicina 8, Aminoglucésido 3 y Carbapenem en 2.

Tabla 11. Gérmenes y antibioticos empleados en los pacientes con shock séptico.

GERMENES AISLADOS ANTIBIOTICOS EMPLEADOS
Neisseria Meningitidis 11 Cefalosporinas de 32 G, 28 (85%)
Streptococcus grupo 3 Glucopéptido 15 (47%)
Streptococcus Pneumoniae 1 Clindamicina 8 (25%)

Klebsiella Pneumoniae 1 Aminoglucésido 3

Stafilococcus Coagulasa - 1 Macrolidos 2

Carbapenem 2
Quinolonas 1
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Medidas de soporte: recibieron expansiones con cristaloides, una media
de 1.026 mL £ 647 (rango: 40 — 2.700) y albumina, una media de 628 mL + 525
(rango: 50 — 2.000). La saturacion venosa media fue de 77,9% (rango: 45-97). El

lactato medio fue de 3,4 mmol/L.

Otros tratamientos:

Requirieron soporte inovasoactivo los 33 pacientes con una media de 2,2
dias. Dieciséis, noradrenalina, 48,5%, (dosis media de 0,3 pgr/kg/min; rango:
0,05-1 pgr/k/min), 14 adrenalina, 42,5%, (dosis media 0,3 pgr/kg/min; rango: 0,1-
1 pgr/k/min) y 26 dopamina, 78,8%, (dosis media 10 pgr/kg/min; rango: 5-20
pgr/kg/min). Doce, 36,7% recibieron transfusion de concentrado de hematies, 10
hidrocortisona, 30%, y 1 insulina, presentando una paciente hipoglucemia. Doce
pacientes, 36,3%, fueron intubados y conectados a ventilacion mecanica una
media de 3,7 dias, y uno fue manejado con ventilacion no invasiva (VNI). En un
caso de infeccion de origen abdominal se necesitd realizar control del foco
séptico. En este grupo de pacientes ninguno necesitd terapia de sustitucion

renal, ni oxigenaciéon de membrana extracorpérea (ECMO).

El valor de la mediana del PRISM 3 fue de 8 (rango 1-33). Este grupo

presenta un nivel de afectacion mayor de érganos que el grupo de sepsis grave.

La mediana de la estancia media en UCIP fue de 3 dias (rango: 1-51 dias)

y la mediana de la estancia hospitalaria fue de 7 dias (rango 4-63 dias).

De los 32 pacientes de este grupo que ingresaron en UCIP con shock

séptico fallecié 1 (3%), hubo otro paciente que falleci6 en la urgencia. Mortalidad
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total de la serie 2 (6%). Este ultimo paciente no pudo ser incluido en la validacion

de los ELISAS por carecer de muestra suficiente.

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realizd
determinaciones analiticas de PCR y PCT, dentro de los estudios habituales que
se realizan en pacientes con sospecha de infeccién. La PCR fue negativa en 7
pacientes (17,5%), 3 de ellos con infeccion confirmada por hemocultivo, luego
como se confirma en la literatura, un porcentaje alto de pacientes con sepsis no
presentan elevaciones de esta proteina y el diagndstico de sepsis puede
establecerse en pacientes con PCR negativa. En el caso de la PCT, 4 pacientes
(10%) tuvieron un valor considerado negativo de la proteina, ninguno de ellos
tenia una infeccién confirmada por hemocultivo. Veintitrés pacientes presentaron
a su ingreso cifras elevadas de lactato (57,5%), frente a 17 que tenian valores
normales. Esto confirma que estos marcadores de infeccién utilizados
habitualmente, incluso realizados a pacientes con alta sospecha clinica de
sepsis 0 shock séptico son poco fiables para determinar si un paciente presenta

una infeccion grave o sepsis.

4.3. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES CONTROLES

De los controles 12 fueron hombres (50%) y 12 mujeres (50%). La edad
mediana fue de 8,2 afios [P2s-P7s: 3,71; 12,44], rango 1,27 -15,68 afios. (Tabla

7).

4.4. ANALISIS DEL PERFIL PROTEOMICO SERICO DE LOS PACIENTES

SEPTICOS Y CONTROLES
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Se analizaron las muestras de sueros de 10 pacientes sépticos y 5
controles. Los pacientes sépticos presentaban 5 sepsis por Gram - y 5 sepsis

por Gram +. En lafigura 8 se observan los perfiles protedmicos de los pacientes

sépticos y los controles.

A. CONTROLES
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Figura 8. Perfil protedbmico de los controles (A) y de los pacientes sépticos (B).

En el andlisis protedmico de las 15 muestras de suero (10 sépticos y 5
controles) se identificaron 232 proteinas diferenciadas (Tabla 12) entre
pacientes septicos y controles. Se eligieron para el estudio aquellas que tenian
al menos 2 péptidos unicos por proteina, con un valor medio de 2 0 mas veces
por encima o por debajo del valor medio de los controles (Max fold) y que
presentaban una significacion de p < 0,05. Tras la aplicacién de estos criterios

de seleccidn se obtuvieron 44 proteinas (Tabla 13).

Tabla 12. Proteinas diferenciadas entre pacientes sépticos y controles identificadas
mediante protedmica.

Accession Description

LBP_HUMAN Lipopolysaccharide-bhinding protein OS=Homo sapiens GN=LBP

A2GL _HUMAN Leucine-rich alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens GN=LRG1

CRP_HUMAN C-reactive protein OS=Homo sapiens GN=CRP

ZBT10 HUMAN | Zinc finger and BTB domain-containing protein 10 OS=Homo sapiens GN=ZBTB10

SAA2 HUMAN | Serum amyloid A-2 protein OS=Homo sapiens GN=SAA2

IPSP_HUMAN Plasma serine protease inhibitor OS=Homo sapiens GN=SERPINA5

SAMIL_HUMAN | Sterile alpha motif domain-containing protein 9-like OS=Homo sapiens GN=SAMD9L

FINC_HUMAN Fibronectin OS=Homo sapiens GN=FN1

HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta OS=Homo sapiens GN=HBB

AACT _HUMAN | Alpha-1-antichymotrypsin OS=Homo sapiens GN=SERPINA3

VASN HUMAN | Vasorin OS=Homo sapiens GN=VASN

SAA1 HUMAN | Serum amyloid A-1 protein OS=Homo sapiens GN=SAA1l

HBA HUMAN Hemoglobin subunit alpha OS=Homo sapiens GN=HBA1

CATA HUMAN | Catalase OS=Homo sapiens GN=CAT

HABP2_HUMAN | Hyaluronan-binding protein 2 OS=Homo sapiens GN=HABP2

TTHY_HUMAN | Transthyretin OS=Homo sapiens GN=TTR

CAH1 HUMAN | Carbonic anhydrase 1 OS=Homo sapiens GN=CA1l

EZRI_ HUMAN Ezrin OS=Homo sapiens GN=EZR

CFAB_HUMAN | Complement factor B OS=Homo sapiens GN=CFB

HBG1 HUMAN | Hemoglobin subunit gamma-1 OS=Homo sapiens GN=HBG1

LYAM1 HUMAN | L-selectin OS=Homo sapiens GN=SELL

NGAL_HUMAN | Neutrophil gelatinase-associated lipocalin OS=Homo sapiens GN=LCN2

BGH3 HUMAN | Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 OS=Homo sapiens GN=TGFBI

B2MG_HUMAN | Beta-2-microglobulin OS=Homo sapiens GN=B2M

KAIN_HUMAN Kallistatin OS=Homo sapiens GN=SERPINA4

FA12 HUMAN Coagulation factor Xl OS=Homo sapiens GN=F12
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CD14 HUMAN Monocyte differentiation antigen CD14 OS=Homo sapiens GN=CD14
FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain OS=Homo sapiens GN=FGG

TRFL_HUMAN Lactotransferrin OS=Homo sapiens GN=LTF

ITIH3 HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H3 OS=Homo sapiens GN=ITIH3
SAP_HUMAN Prosaposin OS=Homo sapiens GN=PSAP

GPX3 _HUMAN | Glutathione peroxidase 3 OS=Homo sapiens GN=GPX3

DEF1 _HUMAN Neutrophil defensin 1 OS=Homo sapiens GN=DEFA1

PRDX2_HUMAN

Peroxiredoxin-2 OS=Homo sapiens GN=PRDX2

Leukocyte immunoglobulin-like receptor subfamily A member 1 OS=Homo sapiens

LIRA1 HUMAN | GN=LILRAl PE=2

A1AG1 HUMAN | Alpha-1-acid glycoprotein 1 OS=Homo sapiens GN=ORM1

FIBB_ HUMAN Fibrinogen beta chain OS=Homo sapiens GN=FGB

APOA4 HUMAN | Apolipoprotein A-1IV OS=Homo sapiens GN=APOA4

RET4 HUMAN Retinol-binding protein 4 OS=Homo sapiens GN=RBP4

CSF1R_HUMAN | Macrophage colony-stimulating factor 1 receptor OS=Homo sapiens GN=CSF1R
PLMN_HUMAN | Plasminogen OS=Homo sapiens GN=PLG

ITIH2_ HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 OS=Homo sapiens GN=ITIH2
MA1A1 HUMAN | Mannosyl-oligosaccharide 1,2-alpha-mannosidase IA OS=Homo sapiens GN=MAN1A1
G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase OS=Homo sapiens GN=GAPDH
SHBG_HUMAN | Sex hormone-binding globulin OS=Homo sapiens GN=SHBG

SPRC HUMAN | SPARC OS=Homo sapiens GN=SPARC

HGFL_HUMAN | Hepatocyte growth factor-like protein OS=Homo sapiens GN=MST1
APOH_HUMAN | Beta-2-glycoprotein 1 OS=Homo sapiens GN=APOH

REG1A HUMAN

Lithostathine-1-alpha OS=Homo sapiens GN=REG1A

FETUB_HUMAN

Fetuin-B OS=Homo sapiens GN=FETUB

HPT _HUMAN Haptoglobin OS=Homo sapiens GN=HP

PTX3 HUMAN Pentraxin-related protein PTX3 OS=Homo sapiens GN=PTX3

6PGD_HUMAN | 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating OS=Homo sapiens GN=PGD
CLUS _HUMAN | Clusterin OS=Homo sapiens GN=CLU

AMBP_HUMAN | Protein AMBP OS=Homo sapiens GN=AMBP

ZP1I_ HUMAN Protein Z-dependent protease inhibitor OS=Homo sapiens GN=SERPINA10
TRFE_HUMAN | Serotransferrin OS=Homo sapiens GN=TF

KLKB1 HUMAN | Plasma kallikrein OS=Homo sapiens GN=KLKB1

RIMS1 HUMAN | Regulating synaptic membrane exocytosis protein 1 OS=Homo sapiens GN=RIMS1
CO9 HUMAN Complement component C9 OS=Homo sapiens GN=C9

APOA1_HUMAN

Apolipoprotein A-l OS=Homo sapiens GN=APOA1

COR1A_HUMAN

Coronin-1A OS=Homo sapiens GN=CORO1A

PLSL_HUMAN

Plastin-2 OS=Homo sapiens GN=LCP1

VTNC_HUMAN

Vitronectin OS=Homo sapiens GN=VTN

MA2A1 _HUMAN

Alpha-mannosidase 2 OS=Homo sapiens GN=MAN2A1

1433Z_HUMAN

14-3-3 protein zeta/delta OS=Homo sapiens GN=YWHAZ

THRB_HUMAN | Prothrombin OS=Homo sapiens GN=F2
APOE_HUMAN | Apolipoprotein E OS=Homo sapiens GN=APOE
APOC3 HUMAN | Apolipoprotein C-lll OS=Homo sapiens GN=APOC3
ACTB_HUMAN | Actin, cytoplasmic 1 OS=Homo sapiens GN=ACTB
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CERU_HUMAN

Ceruloplasmin OS=Homo sapiens GN=CP

PZP_HUMAN

Pregnancy zone protein OS=Homo sapiens GN=PZP

CO8A_HUMAN

Complement component C8 alpha chain OS=Homo sapiens GN=C8A

IGHG1_HUMAN

Ig gamma-1 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHG1

POSTN_HUMAN

Periostin OS=Homo sapiens GN=POSTN

CBPN_HUMAN

Carboxypeptidase N catalytic chain OS=Homo sapiens GN=CPN1

APOC1_HUMAN

Apolipoprotein C-I OS=Homo sapiens GN=APOC1

1433E_HUMAN

14-3-3 protein epsilon OS=Homo sapiens GN=YWHAE

LDHA HUMAN | L-lactate dehydrogenase A chain OS=Homo sapiens GN=LDHA

CD5L_HUMAN | CD5 antigen-like OS=Homo sapiens GN=CD5L

CNDP1 HUMAN | Beta-Ala-His dipeptidase OS=Homo sapiens GN=CNDP1

ANT3 HUMAN | Antithrombin-Ill OS=Homo sapiens GN=SERPINC1

ALDOB_HUMAN | Fructose-hisphosphate aldolase B OS=Homo sapiens GN=ALDOB

CO8B_HUMAN | Complement component C8 beta chain OS=Homo sapiens GN=C8B

K2C1_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 1 OS=Homo sapiens GN=KRT1
Insulin-like growth factor-binding protein complex acid labile subunit OS=Homo sapiens

ALS HUMAN GN=IGFALS

HBD HUMAN Hemoglobin subunit delta OS=Homo sapiens GN=HBD

THBG_HUMAN | Thyroxine-binding globulin OS=Homo sapiens GN=SERPINA7

FA10 HUMAN Coagulation factor X OS=Homo sapiens GN=F10

DTNB_HUMAN | Dystrobrevin beta OS=Homo sapiens GN=DTNB

FGL2 HUMAN Fibroleukin OS=Homo sapiens GN=FGL2

AFAM _HUMAN | Afamin OS=Homo sapiens GN=AFM

A1AG2_HUMAN

Alpha-1-acid glycoprotein 2 OS=Homo sapiens GN=ORM2

F16P1_HUMAN

Fructose-1,6-bisphosphatase 1 OS=Homo sapiens GN=FBP1

FSTL1 HUMAN

Follistatin-related protein 1 OS=Homo sapiens GN=FSTL1

CCD96_HUMAN

Coiled-coil domain-containing protein 96 OS=Homo sapiens GN=CCDC96 PE=2

GP1BA HUMAN

Platelet glycoprotein Ib alpha chain OS=Homo sapiens GN=GP1BA

PON1 HUMAN | Serum paraoxonase/arylesterase 1 OS=Homo sapiens GN=PON1
PRG4 HUMAN | Proteoglycan 4 OS=Homo sapiens GN=PRG4

VCAM1 HUMAN | Vascular cell adhesion protein 1 OS=Homo sapiens GN=VCAM1

ACTA HUMAN | Actin, aortic smooth muscle OS=Homo sapiens GN=ACTA2

CFAI_ HUMAN Complement factor | OS=Homo sapiens GN=CFI

H4 HUMAN Histone H4 OS=Homo sapiens GN=HIST1H4A

C1R_HUMAN Complement C1r subcomponent OS=Homo sapiens GN=C1R
VWF_HUMAN von Willebrand factor OS=Homo sapiens GN=VWF

ITIHL HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H1 OS=Homo sapiens GN=ITIH1
TKT_HUMAN Transketolase OS=Homo sapiens GN=TKT

A1BG_HUMAN | Alpha-1B-glycoprotein OS=Homo sapiens GN=A1BG

PGRP2_HUMAN | N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase OS=Homo sapiens GN=PGLYRP2
ALBU_HUMAN | Serum albumin OS=Homo sapiens GN=ALB

FIBA_ HUMAN Fibrinogen alpha chain OS=Homo sapiens GN=FGA

IGHM_HUMAN | Ig mu chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHM

SEPP1 _HUMAN | Selenoprotein P OS=Homo sapiens GN=SEPP1

CO7_HUMAN Complement component C7 OS=Homo sapiens GN=C7
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IGHG3 HUMAN | Ig gamma-3 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHG3
CFAH_HUMAN | Complement factor H OS=Homo sapiens GN=CFH

KNG1 HUMAN | Kininogen-1 OS=Homo sapiens GN=KNG1

FCN2 HUMAN | Ficolin-2 OS=Homo sapiens GN=FCN2

PHLD _HUMAN | Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase D OS=Homo sapiens GN=GPLD1
CO4A HUMAN | Complement C4-A OS=Homo sapiens GN=C4A

A2MG_HUMAN | Alpha-2-macroglobulin OS=Homo sapiens GN=A2M

IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region OS=Homo sapiens GN=IGKC

HEP2 HUMAN | Heparin cofactor 2 OS=Homo sapiens GN=SERPIND1

IGHG4 HUMAN | Ig gamma-4 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHG4
HRG_HUMAN Histidine-rich glycoprotein OS=Homo sapiens GN=HRG
MASP1_HUMAN | Mannan-binding lectin serine protease 1 OS=Homo sapiens GN=MASP1
TETN_HUMAN | Tetranectin OS=Homo sapiens GN=CLEC3B

K22E_HUMAN Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal OS=Homo sapiens GN=KRT2

K1C10_HUMAN

Keratin, type | cytoskeletal 10 OS=Homo sapiens GN=KRT10

PAR14 HUMAN

Poly [ADP-ribose] polymerase 14 OS=Homo sapiens GN=PARP14

P116 _HUMAN Peptidase inhibitor 16 OS=Homo sapiens GN=PI16

LAC1 HUMAN Ig lambda-1 chain C regions OS=Homo sapiens GN=IGLC1
APOM_HUMAN | Apolipoprotein M OS=Homo sapiens GN=APOM

APOC2_HUMAN | Apolipoprotein C-Il OS=Homo sapiens GN=APOC2

CRIS3_HUMAN | Cysteine-rich secretory protein 3 OS=Homo sapiens GN=CRISP3
CO4B_HUMAN | Complement C4-B OS=Homo sapiens GN=C4B

APOB_HUMAN | Apolipoprotein B-100 OS=Homo sapiens GN=APOB

TSP4 HUMAN Thrombospondin-4 OS=Homo sapiens GN=THBS4

CO8G_HUMAN | Complement component C8 gamma chain OS=Homo sapiens GN=C8G
ITIH4 HUMAN Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 OS=Homo sapiens GN=ITIH4
CO3_HUMAN Complement C3 OS=Homo sapiens GN=C3

PROS HUMAN | Vitamin K-dependent protein S OS=Homo sapiens GN=PROS1
TITIN_HUMAN Titin OS=Homo sapiens GN=TTN

APOC4 HUMAN | Apolipoprotein C-IV OS=Homo sapiens GN=APOC4

COMP_HUMAN | Cartilage oligomeric matrix protein OS=Homo sapiens GN=COMP
IGHA1 HUMAN | Ig alpha-1 chain C region OS=Homo sapiens GN=IGHA1
CETP_HUMAN | Cholesteryl ester transfer protein OS=Homo sapiens GN=CETP
PROC_HUMAN | Vitamin K-dependent protein C OS=Homo sapiens GN=PROC

C1QA HUMAN | Complement C1g subcomponent subunit A OS=Homo sapiens GN=C1QA
BTD_HUMAN Biotinidase OS=Homo sapiens GN=BTD

A1AT HUMAN | Alpha-1-antitrypsin OS=Homo sapiens GN=SERPINA1

NCAM1 HUMAN | Neural cell adhesion molecule 1 OS=Homo sapiens GN=NCAM1
ECM1_HUMAN | Extracellular matrix protein 1 OS=Homo sapiens GN=ECM1

NEO1 HUMAN | Neogenin OS=Homo sapiens GN=NEO1

HEMO_HUMAN | Hemopexin OS=Homo sapiens GN=HPX

C4BPA_HUMAN

C4b-binding protein alpha chain OS=Homo sapiens GN=C4BPA

LV302_HUMAN

Ig lambda chain V-1l region LOI OS=Homo sapiens

LG3BP_HUMAN

Galectin-3-binding protein OS=Homo sapiens GN=LGALS3BP

CO6_HUMAN

Complement component C6 OS=Homo sapiens GN=C6
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Inactive tyrosine-protein kinase transmembrane receptor ROR1 OS=Homo sapiens

ROR1_HUMAN | GN=ROR1

LCAT _HUMAN Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase OS=Homo sapiens GN=LCAT
FA11 HUMAN Coagulation factor XI OS=Homo sapiens GN=F11

A2AP_HUMAN | Alpha-2-antiplasmin OS=Homo sapiens GN=SERPINF2

CYTC_HUMAN | Cystatin-C OS=Homo sapiens GN=CST3

FBLN1 HUMAN | Fibulin-1 OS=Homo sapiens GN=FBLN1

PEDF_HUMAN | Pigment epithelium-derived factor OS=Homo sapiens GN=SERPINF1
UGPA HUMAN | UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase OS=Homo sapiens GN=UGP2
HS90A HUMAN | Heat shock protein HSP 90-alpha OS=Homo sapiens GN=HSP90AAl
CPSM_HUMAN | Carbamoyl-phosphate synthase [ammonia], mitochondrial OS=Homo sapiens GN=CPS1
APOL1 HUMAN | Apolipoprotein L1 OS=Homo sapiens GN=APOL1

C1S HUMAN Complement C1s subcomponent OS=Homo sapiens GN=C1S

K1C9 HUMAN Keratin, type | cytoskeletal 9 OS=Homo sapiens GN=KRT9
APOD_HUMAN | Apolipoprotein D OS=Homo sapiens GN=APOD

AL1A1 HUMAN | Retinal dehydrogenase 1 OS=Homo sapiens GN=ALDH1A1
CAMP_HUMAN | Cathelicidin antimicrobial peptide OS=Homo sapiens GN=CAMP

SAA4 HUMAN | Serum amyloid A-4 protein OS=Homo sapiens GN=SAA4

FCN3 HUMAN | Ficolin-3 OS=Homo sapiens GN=FCN3

ANGT_HUMAN | Angiotensinogen OS=Homo sapiens GN=AGT

CPN2 HUMAN | Carboxypeptidase N subunit 2 OS=Homo sapiens GN=CPN2
GPV_HUMAN Platelet glycoprotein V OS=Homo sapiens GN=GP5

C10B _HUMAN | Complement C1g subcomponent subunit B OS=Homo sapiens GN=C1QB
CBG_HUMAN Corticosteroid-binding globulin OS=Homo sapiens GN=SERPINA6
HGFA_HUMAN | Hepatocyte growth factor activator OS=Homo sapiens GN=HGFAC

SCO1 HUMAN | Protein SCO1 homolog, mitochondrial OS=Homo sapiens GN=SCO1
C1QC_HUMAN | Complement C1g subcomponent subunit C OS=Homo sapiens GN=C1QC

ENPP2_HUMAN

Ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family member 2 OS=Homo sapiens
GN=ENPP2

FHR1_HUMAN

Complement factor H-related protein 1 OS=Homo sapiens GN=CFHR1

C4BPB_HUMAN

C4b-binding protein beta chain OS=Homo sapiens GN=C4BPB

THAP4 _HUMAN

THAP domain-containing protein 4 OS=Homo sapiens GN=THAP4

LYSC_HUMAN

Lysozyme C OS=Homo sapiens GN=LYZ

TSP1_HUMAN

Thrombospondin-1 OS=Homo sapiens GN=THBS1

C163A_HUMAN

Scavenger receptor cysteine-rich type 1 protein M130 OS=Homo sapiens GN=CD163

LYVE1 HUMAN

Lymphatic vessel endothelial hyaluronic acid receptor 1 OS=Homo sapiens GN=LYVEL1

APOA_HUMAN | Apolipoprotein(a) OS=Homo sapiens GN=LPA

NCHL1 HUMAN | Neural cell adhesion molecule L1-like protein OS=Homo sapiens GN=CHL1
TENX_HUMAN | Tenascin-X OS=Homo sapiens GN=TNXB

PLTP_HUMAN Phospholipid transfer protein OS=Homo sapiens GN=PLTP

FA9 HUMAN Coagulation factor IX OS=Homo sapiens GN=F9

GELS HUMAN | Gelsolin OS=Homo sapiens GN=GSN

MBL2 HUMAN | Mannose-binding protein C OS=Homo sapiens GN=MBL2

PROF1_HUMAN

Profilin-1 OS=Homo sapiens GN=PFN1

CXCL7_HUMAN

Platelet basic protein OS=Homo sapiens GN=PPBP

GNAL_HUMAN

Guanine nucleotide-binding protein G(olf) subunit alpha OS=Homo sapiens GN=GNAL
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FA5 HUMAN Coagulation factor V OS=Homo sapiens GN=F5
FETUA HUMAN | Alpha-2-HS-glycoprotein OS=Homo sapiens GN=AHSG
VTDB_HUMAN | Vitamin D-binding protein OS=Homo sapiens GN=GC

KV301_HUMAN

Ig kappa chain V-Ill region B6 OS=Homo sapiens

SPN90_HUMAN

NCK-interacting protein with SH3 domain OS=Homo sapiens GN=NCKIPSD

CD44 HUMAN | CD44 antigen OS=Homo sapiens GN=CD44

PROP_HUMAN | Properdin OS=Homo sapiens GN=CFP

CHLE_HUMAN | Cholinesterase OS=Homo sapiens GN=BCHE

CO5_HUMAN Complement C5 OS=Homo sapiens GN=C5

MMP9 HUMAN | Matrix metalloproteinase-9 OS=Homo sapiens GN=MMP9
AMPN_HUMAN | Aminopeptidase N OS=Homo sapiens GN=ANPEP
PF4V_HUMAN Platelet factor 4 variant OS=Homo sapiens GN=PF4V1

IC1_ HUMAN Plasma protease C1 inhibitor OS=Homo sapiens GN=SERPING1

FCG3B_HUMAN

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor 11I-B OS=Homo sapiens GN=FCGR3B

APOA2_HUMAN

Apolipoprotein A-1l OS=Homo sapiens GN=APOA2

ADCY9_HUMAN

Adenylate cyclase type 9 OS=Homo sapiens GN=ADCY9

CCNT2_HUMAN

Cyclin-T2 OS=Homo sapiens GN=CCNT2

LUM_HUMAN Lumican OS=Homo sapiens GN=LUM

MMP2_HUMAN | 72 kDa type IV collagenase OS=Homo sapiens GN=MMP2

C1RL_HUMAN | Complement C1lr subcomponent-like protein OS=Homo sapiens GN=C1RL

FBLN3 HUMAN | EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 OS=Homo sapiens GN=EFEMP1
CO2_HUMAN Complement C2 OS=Homo sapiens GN=C2

ZA2G_HUMAN | Zinc-alpha-2-glycoprotein OS=Homo sapiens GN=AZGP1

SAMP_HUMAN | Serum amyloid P-component OS=Homo sapiens GN=APCS

PROZ HUMAN | Vitamin K-dependent protein Z OS=Homo sapiens GN=PROZ

ATRN HUMAN | Attractin OS=Homo sapiens GN=ATRN

Z5C29 HUMAN | Zinc finger and SCAN domain-containing protein 29 OS=Homo sapiens GN=ZSCAN29
LDHB_HUMAN | L-lactate dehydrogenase B chain OS=Homo sapiens GN=LDHB

MED23_HUMAN

Mediator of RNA polymerase |l transcription subunit 23 OS=Homo sapiens GN=MED23

En la tabla 13 se muestran las 44 proteinas diferenciadas con sus

valores de significacion estadistica (p) y el max fold, indicando en que grupos

se encuentran elevadas.
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Tabla 13. Proteinas diferenciadas estadisticamente significativas entre pacientes
sépticos y controles.

Proteinas Anova p Numero de Situacion Descripcion
veces mas alta

LBP 2,60E-09 29,31262596 @ Sepsis Proteina de unién al lipopolisacéarido

A2GL 3,20E-08 4,426431966 | Sepsis Alfa2 glicoproteina rica en leucina

CRP 8,14E-08 30,41797734 | Sepsis Proteina C reactiva

SAA2 7,47E-07 84,27765527 | Sepsis Serum Amiloide 2

IPSP 1,21E-06 5,010881524 | Control Inhibidor de la serina proteasa

FINC 9,13E-06 8,758802062 | Control Fibronectina

HBB 1,11E-05 25,27836532 | Sepsis Hemoglobina subunidad beta

AACT 1,88E-05 5,28365135 | Sepsis Alfa-1-antiquimiotripsina

SAA1 2,97E-05 76,09708591 | Sepsis Serum Amiloide 1

HBA 3,78E-05 16,39969014 | Sepsis Hemoglobina subunidad alfa

CATA 5,92E-05 7,286451137 | Sepsis Catalasa

HABP2 0,000159 2,179074926 @ Control Proteina de unién al hialuronato 2

TTHY 0,000214 2,365904777 | Control Transtiretina

CAH1 0,000233 8,950113813 | Sepsis Anhidrasa carbénica 1

CFAB 0,000336 2,04889514 Sepsis Factor B del complemento

LYAM1 0,000400 2,675522882 | Sepsis L-selectina

NGAL 0,000556 7,169256836 | Sepsis Lipocalina asociada a gelatinasa de
neutrofilos

B2MG 0,000752 3,486170968 | Sepsis Beta-2-microglobulina

FA12 0,000830 3,237084548 Control Factor XII coagulacion

CD14 0,000870 2,784850681 @ Sepsis Antigeno de diferenciacion de
monocitos CD14

FIBG 0,000995 5,317048543 | Sepsis Fibrinbgeno cadena gamma

TRFL 0,001180 9,346009409 | Sepsis Lactotransferrina

ITIH3 0,001239 2,192084305 | Sepsis Inter alfa tripsina inhibidor cadena
pesada H4

PRDX2 0,001879 7,267809361 | Sepsis Peroxirredoxina-2
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AlAG1

FIBB

APOA4

RET4

PLMN

SHBG

SPRC

FETUB

HPT

PTX3

6PGD

ZPI

PLSL

ACTB

POSTN

CBPN

APOC1

LDHA

CD5L

ALDOB

0,002062
0,002142
0,002251
0,002343
0,002494

0,004819

0,005756
0,007872
0,008057
0,008478

0,008556

0,011271

0,016815
0,019984
0,023622
0,026209
0,026858
0,029134
0,033286

0,037227

2,941180349
7,926360983
3,062538098
2,804231401
2,124858228

2,274379563

2,146585316
2,061182556
9,390239114
8,831503885

3,129852553

2,795039962

2,81289335
3,0241456
2,072017036
2,40257809
2,093199286
2,57915749
6,760591147

5,740725522

Sepsis
Sepsis
Control
Control
Control

Sepsis

Control
Control
Sepsis
Sepsis

Sepsis

Sepsis

Sepsis
Sepsis
Sepsis
Sepsis
Control
Sepsis
Control

Sepsis

Glicoproteina alfa-1-acida 1
Cadena beta fibrinbgeno
Apolipoproteina A-1V
Proteina de union al retinol 4
Plasminégeno

Globulina fijadora de hormonas
sexuales

SPARC
Fetuina-B
Haptoglobina
Pentraxin PTX3

6-fosfogluconato deshidrogenasa,
descarboxilacion

Proteina Z-dependiente del inhibidor
de la proteasa

Plastina-2

Actina citoplasmatica

Periostina

Carboxipeptidasa N cadena catalitica
Apolipoproteina C-I

L-lactato deshidrogenasa cadena A
Antigeno CD5 like

Fructosa-bisfosfato aldolasa B

En la figura 9 vemos representadas las 44 proteinas segun el Max fold

(N° de veces que cambia el valor basal) en los pacientes sépticos. A la derecha

las proteinas aumentadas y la izquierda las proteinas disminuidas.
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LBP_HUMAN
A26_HMAN
CRP_HUMAN
SAA2_HUMAN
IPP_HUMAN
FINC_HUMAN
HBB_HUMAN
AACT_HUMAN
SAA1_HUMAN
HBA HUMAN
CATA_HUMAN
HABP2_HUMAN
TTHY_HIMAN
CAHL_HUMAN
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Figura 9. Distribucién de las proteinas por cambio en su valor basal.

En el estudio de proteOmica también se analizaron las diferencias
existentes entre pacientes y controles, controles y sepsis por Gram + y controles
y sepsis por Gram -. Se realiz0 la busqueda de las proteinas que coincidian en

los tres grupos encontrandose 36 elementos comunes (Figura 10).



Controles-sepsis Controles-Gram-

12
(15.8%)

14
(18.4%)

Controles-Gram+

Figura 10. Proteinas comunes entre los 3 grupos pediatricos: controles-sepsis,
controles-Gram + y controles-Gram -. Diagrama realizado: Oliveros, J.C. (2007-
2015) Venny. An interactive tool for comparing lists with Venn's diagrams.
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html. Permite comparar 2, 3 0 4 listas de

datos y sus posibles relaciones.

Tras esta seleccion utilizamos el programa STRING (STRING: functional

protein association networks. https://string-db.org/). STRING es una base de
datos de interacciones fisicas y funcionales de las proteinas. Las fuentes de
STRING vienen de estudios de gendmica, investigacion de laboratorio, articulos
descargados automaticamente de PubMed y OMIN, e informacién de otras
Bases de datos afines a STRING (IntAct, BioGRID, Complex portal, GeneCards).

Abarca actualmente el conocimiento de 9.643.763 de proteinas de 2.031

organismos.
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Se introdujeron las 36 proteinas en la base de datos STRING con el
objetivo de identificar los procesos en los que participan las proteinas y
seleccionar aquellas implicadas en el sistema inmune innato y adaptativo y en la
respuesta inflamatoria (respuesta a bacterias, regulacion de secrecién de

citoquinas, etc.). (Tabla 14).

Estas 36 proteinas participan en 117 procesos biologicos, 22 relacionados
con el sistema inmune, (inflamacion, fagocitosis, respuesta inmune innata,
respuesta a bacterias, etc.); y 95 con otros procesos relacionados con
coagulacion (FGB), activacion celular (A2GL-LRG1), respuesta a especies
reactivas a oxigeno (CATA), metabolismo lipidico (APOC1), sistema del
complemento (CFAB), etc. En la tabla 14 se muestran las proteinas y los

procesos mayormente vinculados con la respuesta inmune.

Tabla 14. Funciones relacionadas con defensa, inflamacion y bacterias en las que
participan las diferentes proteinas seleccionadas (p <0,05 y Max fold >2). Grupo
control-sépticos.

Procesos bioldgicos (GO)

Identificador  Descripcion de la via N° de Proteinas

de lavia genes

G0:0002526 Respuesta inflamatoria 9 LBP, SAA2, SERPINAS, FN1,
aguda SAAL, F12, CRP, HP, ORM1

GO0:0006953 Respuesta de fase aguda 8 LBP, SAA2, SERPINA3, FN1,

SAAl, CRP, HP, ORM1

G0:0006952 Respuesta de defensa 19 ACTB, F12, B2M, SAAL, CRP, HP,
ORM1, SERPINAS, FN1, FGB,
CFB, SAA2, LBP, CD14, LTF,
APOA4, LCN2, PTX3, CD5L

GO0:0006954 Respuesta inflamatoria 11 F12, SAA1, CRP, HP, ORM1,
SERPINAS, FN1, SAA2, LBP,
CD14, PTX3

G0:0045087 Respuesta inmune innata 12 ACTB, F12, B2M, SAA1, FGB,
CFB, LBP, CD14, LTF, APOA4,
LCN2, PTX3
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G0:0002376 Proceso sistema inmune 16 LCP1, ACTB, F12, SAAL, CRP,
HP, FN1, FGB, CFB, LBP, CD14,
LTF, APOA4, LCN2, PTX3, SELL
G0:0008228 Opsoniacién 3 CRP, LBP, PTX3
G0:0006955 Respuesta inmune 13 LCP1, ACTB, F12, B2M, SAAL,
FGB, CFB, LBP, CD14, LTF,
APOA4, LCN2, PTX3
G0:0009617 Respuesta a bacterias 8 CRP, B2M, HP, FGB, SPARC,
LBP, CD14, LTF,
G0O:0051707 Respuesta a otros 9 CRP, B2M, HP, FGB, SPARC,
organismos LBP, CD14, LTF, PTX3
G0:0032101 Regulacion de respuestaa 10 SELL, SAA1L, F12, PLG, CFB,
estimulos externos FGB, FGG, LBP, LTF, B2M
G0:1903034 Regulacion de respuestaa 7 SAA1, F12, PLG, CFB, FGB, FGG,
heridas LBP
G0:0048584  Regulacion positiva de 14 CAT, ACTB, F12, SAAL, B2M,
respuesta a estimulos PLG, CFB, FGG, FGB, SELL,
LRG1, LBP, CD14, LTF
G0:0006909 Fagocitosis 5 ACTB, CRP, LBP, CD14, PTX3
G0:0032680 Regulacién de produccion 4 ORM1, LBP, CD14, LTF
de FNT
G0:0042742 Respuesta de defensaala 5 CRP, HP, LTF, FGB, LBP
bacteria
G0:0050707 Regulacion de la secrecion 4 SAAl, CRP, FN1, CD14
de citoquinas
G0:0034145 Regulacion positiva de la 2 LBP, LTF
via de sefalizacion del
receptor TL4
G0:0071223 Respuesta celular al acido 2 LBP, CD14
lipoteicoico
G0:0002684 Regulacién positiva del 8 SELL; ACTB, B2M, CFB, RBP4,
proceso del sistema inmune LBP, LTF, CD14
G0:0002252 Proceso efector inmune 6 LCP1, ACTB, CRP, LBP, CFB,
PTX3
G0:0002227 Respuesta inmune innata 2 LTF, APOA4

en la mucosa

De estas 36 proteinas 24 proteinas estan implicadas directamente en

procesos relacionados con la inmunidad del huésped (Tabla 15).
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Tabla 15. Relacion de las 24 proteinas implicadas, distribuidas en orden al n°® de
procesos en los que intervienen.

Proteina

Propiedades

LBP

CRP

CD14

LTF

CFB

SAA1

F12

FGB

B2M

HP

FN1

ORM1

SERPINA3

FGG

APOA4

PLG

SAA2

LCN2

SELL

LCP1

SPARC

CAT

LRG1

RBP4

20

14

14

13

12

11

10

10

LBP_HUMAN
CRP_HUMAN
CD14_HUMAN
TRFL_HUMAN
CFAB_HUMAN
SAA1_HUMAN
FA12_HUMAN
FIBB_HUMAN
B2MG_HUMAN
HPT_HUMAN
FINC_HUMAN
A1AG1_HUMAN
AACT_HUMAN
FIBG_HUMAN
APOA4_HUMAN
PLMN_HUMAN
SAA2_HUMAN
NGAL_HUMAN
LYAM1_HUMAN
PLSL_HUMAN
SPRC_HUMAN
CATA_HUMAN
A2GL_HUMAN

RET4_HUMAN

Respuesta inflamatoria aguda, proceso inmune
Respuesta inflamatoria aguda, proceso inmune
Respuesta inmune

Respuesta inmune, defensa bacterias

Via alternativa complemento, respuesta inmune
Respuesta inflamatoria aguda, inmune
Coagulacion, respuesta a estimulos, respuesta inmune
Coagulacion y heridas, respuesta inmune
Presentacion Ag, respuesta inmune

Respuesta a bacterias

Respuesta inflamatoria, secrecion citoquinas
Respuesta inflamatoria aguda

Respuesta inflamatoria aguda

Coagulacion y heridas, respuesta a estimulos
Lipidos, respuesta inmune innata

Coagulacién, estimulos, heridas

Respuesta inflamatoria aguda

Respuesta inmune innata

Respuesta a estimulos

Respuesta inmune

Respuesta a bacterias

Protege de peréxido de H, respuesta a estimulos
Respuesta a estimulos

Regulacion del sistema inmune
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Por altimo, analizamos las diferencias de proteinas entre Gram +y Gram

-, en la tabla 16 observamos en primer lugar las proteinas aumentadas en sepsis

por gérmenes Gram - y después las proteinas aumentadas en gérmenes por

Gram +. Este dato no ha sido valorado para este estudio y quedaria por

investigar las diferencias del proteoma entre Gram - y Gram + en otro proyecto.

Tabla 16 Proteinas diferencialmente expresadas entre pacientes con infeccion
ocasionada por bacterias Gram + y bacterias G-.

A2MG_HUMAN | Gram -

TRFE_HUMAN | Gram -
PLMN_HUMAN  Gram -
APOA4_HUMAN | Gram -
FINC_HUMAN Gram -
PON1_HUMAN | Gram -
ITIH1_HUMAN Gram -
ALDOB_HUMAN | Gram +
CFAB_HUMAN  Gram +

FCN2_HUMAN Gram +
LYAM1 _HUMAN  Gram +

Alpha-2-macroglobulina

Serotransferrina

Plasminégeno

Apolipoproteina A-IV

Fibronectina

Paraoxonasa/arilesterasa 1 sérica

Inter-alfa inhibidor de tripsina cadena pesada H1
Fructosa-bisfosfato aldolasa B

Complemento factor B

Ficolina-2

L-selectina

4.5 PROTEINAS SELECCIONADAS

4.5.1 DISMINUIDAS EN LOS PACIENTES CON SEPSIS

La apolipoproteina A-IV (APOA4) es una lipoproteina sintetizada

principalmente por los enterocitos del intestino delgado. Se secreta en la linfa

como componente de los quilomicrones y en la sangre como componente

principal del colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL) y quilomicrones.

Se han atribuido numerosas funciones a la ApoA4, (Wang F, J Lipid Res. 2015),
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entre ellas se incluyen: proteccion de la arterioesclerosis, accion antinflamatoria
y antioxidante, participacion en el transporte reverso del colesterol y en la
absorcion intestinal de lipidos. La ApoA4 puede actuar en la respuesta
antiinflamatoria en enfermedades relacionadas con la SERPINA 3. (Zhang Y,
Biochem Biophys Res Commun 2017). No existen estudios que vinculen la ApoA4

como biomarcador de sepsis.

La glicoproteina sérica FA12 (FA12), es el factor XII de la coagulacién
(factor de Hageman). El factor XII es una glicoproteina sérica que participa en el
inicio de la coagulacién sanguinea, la fibrindlisis y la generacién de bradiguinina
y angiotensina. En la sepsis los sistemas que regulan la coagulacion y las
plaquetas se encuentran fuertemente activados. En esta etapa, solo el factor XlI
se encuentra disminuido. Posteriormente en el caso de sepsis grave y
principalmente en el shock séptico todos los factores de coagulaciéon y las
plaquetas disminuyen indicando un agotamiento de la hemostasia (Mavrommatis

AC; Crit Care Med. 2000).

La fibronectina (FINC) es una glucoproteina de alto peso molecular. Se
presenta en dos formas, una insoluble en la matriz extracelular y otra soluble en
el plasma. Son unas proteinas que unen las superficies celulares y diversos
componentes, incluidos el colageno, la fibrina y la actina. Las fibronectinas estan
involucradas en la adhesion celular, la motilidad celular, la opsonizacion, la
curacion de heridas y el mantenimiento de la forma de las células. Se cree que
participa en el aclaramiento inmunoldgico del tejido lesionado y de los
microorganismos recubiertos de anticuerpos. Parece tener un papel importante

en el proceso de fagocitosis mononuclear. Mejora la interaccién entre los
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fagocitos y las bacterias opsonizadas con anticuerpos y aumenta la actividad
bactericida en los macréfagos. Mamani et al, estudian el valor de los niveles de
Fibronectina y PCR en el diagndstico de sepsis, comparan sepsis con controles
y observan que los valores de fibronectina estan disminuidos en los pacientes
con sepsis en relacion con los controles, el valor diagndéstico de este biomarcador
tiene un valor en la curva ROC de 0.65 (95% IC 0,57-0,73), peor que el valor de

la PCR (Mamani M, Acta Med Iran. 2012).

El plasmin6geno (PLMN) es una proenzima de 90 kDa que esta presente
en el plasma en concentraciones abundantes. Estd implicado en muchos
procesos fisiologicos tales como la migracion celular, curacion de heridas,
angiogénesis y embriogénesis. La coagulacién y la fibrindlisis estdn conectadas
con el sistema inmune. Muchas bacterias directamente actian sobre el sistema
homeostatico del huésped para incrementar su virulencia. Las bacterias
interactian con el plasmindégeno activando su produccion utilizando el sistema
proteolitico del huésped para su propio beneficio. (Peetermans M, Crit Rev
Microbiol. 2016). La actividad proteolitica resultante les permite romper la barrera
tisular y evadir la respuesta innata inmune de defensa, permitiendo su
propagacion. Diferentes bacterias producen activadores de plasmindégeno

especificos.

La proteina de unién al retinol 4 (RET4) pertenece a la familia de las
lipocalinas y es el portador especifico del retinol (alcohol de la vitamina A) en la
sangre. Se le relaciona con la obesidad, con la resistencia a la insulina y con la

diabetes tipo 2. (Zhou Z, Lipids Health Dis. 2017). En un grupo de pacientes con
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sepsis esta proteina se encontré disminuida en relacion con los controles. (Hattori

N, Shock. 2009).

La proteina secretada &cida y rica en cisteina (SPARC) es una
molécula matricelular que regula las interacciones entre las células y su matriz
extracelular circundante. Esta proteina se relaciona con funciones celulares
fundamentales tales como la adhesion celular, la proliferacion y la diferenciacion.
La SPARC también regula la expresion y la actividad de numerosos factores de
crecimiento y de las metaloproteinasas de la matriz, esenciales para la
degradacion y la rotacién de la matriz extracelular. Tiene un papel critico en el
desarrollo, lesiéon y reparacién de tejidos y en la regulacion de la respuesta
inmune. En el cancer juega un papel importante en la curacién de los tejidos

inflamados por los tumores.

4.5.2 AUMENTADAS EN LOS PACIENTES CON SEPSIS

La proteina a1-acido glicoproteina (A1AG1), también conocida como
Orosomucoide 1 (ORM), es una proteina de fase aguda sintetizada en el higado.
Ademas de ser una proteina de transporte en el torrente sanguineo tiene una
actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora relevante contribuyendo a
mantener la homeostasis frente a un excesivo dafio inflamatorio. Los estudios in
vitro han demostrado que el ORM tiene varios efectos en todos los principales
tipos de leucocitos: inhibe la proliferacion de linfocitos, la quimiotaxis de
neutrofilos, la generacion de superoxido y la agregacion plaguetaria, (Hochepied
T, Cytokine Growth Factor Rev 2003). Ademas de los hepatocitos, los leucocitos y
las células endoteliales pueden sintetizar ORM. El nivel sérico de ORM aumenta

varias veces en respuesta a los estimulos agudos, como resultado de la
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liberacion de glucocorticoides y citoquinas (IL 1B, IL-6, TNF-a), (Fournier T,

Biochim Biophys Acta 2000).

Se han descrito concentraciones elevadas en suero de ORM en varias
situaciones que conllevan activacion de la inflamacién, tales como enfermedades
inmunoldgicas, enfermedad de Crohn, tumores e infecciones (Ceciliani F, Curr
Protein Pept Sci 2007). Xiao K y cols, han publicado un trabajo sobre el valor de la
elevacion del ORM sérico (AUC 0,79) como posible marcador de sepsis (Xiao K,
J Crit Care 2015). EI ORM en suero se eleva ligeramente durante la reaccion de
fase aguda. También se han visto elevaciones tempranas del orosomucoide en

orina en pacientes con sepsis (Kustan P, Clin Chem Lab Med 2017).

La alfa 1-antiquimotripsina (AACT) es una glucoproteina sérica de fase
aguda que pertenece a una clase de inhibidores de la serina proteasa llamados
serpinas, también se conoce como serpina 3. Se sintetiza en el higado, aunque
se expresa en otros tejidos. Es un reactante de fase aguda y durante la respuesta
de fase aguda, la concentracién plasmatica de serpina 3 aumenta hasta casi
cinco veces. Se ha estudiado fundamentalmente en cerebro (Alzheimer) (Dou C,
Curr Alzheimer Res. 2013), cancer de prostata, carcinoma hepatocelular, para
distinguir tuberculosis pulmonar de infeccion latente, dolor crénico, etc. No se
han encontrado ningun trabajo especifico de esta proteina como biomarcador de

sepsis.

La beta 2 microglobulina (B2MG) es una proteina de bajo peso
molecular liberada por los linfocitos T y B activados. Su semivida estimada es
corta (2 h). Se ha demostrado que B2MG aumenta en varios trastornos

inflamatorios y hematoldgicos, como el lupus eritematoso sistéemico (LES), el
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sindrome de inmunodeficiencia adquirida, el mieloma multiple, el linfoma y la
leucemia. Se ha relacionado con la amiloidosis en pacientes en hemodialisis
(Stoppini M, J Biol Chem. 2015) y se ha utilizado como marcador de dafio renal
agudo y marcador urinario de dafio tubular. No se han publicado articulos

relacionados con la B2ZMG como biomarcador de sepsis.

La catalasa (CATA) es la enzima que convierte el peroxido de hidrogeno

en agua y oxigeno. Se produce en casi todos los organismos de respiracion
aerdbica, tanto plantas como mamiferos y sirve para proteger las células de los
efectos toxicos del peréxido de hidrogeno. Promueve el crecimiento de células
que incluyen células T, células B, células de leucemia mieloide, células de
melanoma, células de mastocitoma y células de fibroblastos normales y
transformados. (STRING). Se ha informado que los niveles de CATA son mas
altos en pacientes adultos con sepsis en comparacion con los controles sanos
(Warner A, Clin. Chem 1995). Asimismo, en el estudio de Ayar et al, (Ayar G. Clin
Biochem 2017) se encontrd que el nivel de CAT era significativamente mas alto
en los pacientes pediatricos con sepsis en comparaciéon con el grupo de control.

No hay estudios que utilicen la CATA como biomarcador Unico de sepsis.

El antigeno de diferenciacion de monocitos, (CD14) es un receptor de
reconocimiento de patrones que se presenta de dos formas: uno unido a la
membrana (mCD14) y otro de forma soluble (sCD14). Ambas formas juegan un
papel en el reconocimiento de LPS y en la activacion celular. El subtipo CD14
soluble (sCD14-ST), también llamado presepsina, se eleva significativamente
durante la inflamacion y parece ser Gtil para diferenciar infecciones bacterianas
de no bacterianas (Endo S, J Infect Chemother 2012). La presepsina normalmente
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esta presente en concentraciones muy bajas en el suero de individuos sanos. En
respuesta a las infecciones bacterianas, su concentracion aumenta en 2 horas
(Masson S, Intensive Care Med 2015). Los estudios preliminares mostraron que la
presepsina plasmatica es un marcador de sepsis altamente sensible y
especifico, y su concentracion se correlaciona significativamente con la
gravedad del trastorno y la mortalidad hospitalaria de los pacientes con sepsis
grave y shock séptico (Behnes M, Crit Care. 2014). En este estudio de Behnes el
area bajo la curva (AUC) de la presepsina al diagndstico fue de 0.80, comparable
alacurvade lalL 6 y la procalcitonina. Estos resultados coinciden con los de Liu
B con un area bajo la curva entre 0,79-0,82 (Liu B, Crit Care 2013). Debido a su
peso molecular de 13 kDa, la presepsina se filtra a través de los glomérulos,
luego se reabsorbe y se cataboliza dentro de las células tubulares proximales
(Nagata T, PLoS One. 2015). Cada vez hay mas datos de que los niveles de
presepsina se ven afectados por la funcion renal. Se han encontrado niveles
elevados de presepsina en pacientes con funcion renal disminuida y también se
describié una correlacion inversa entre la presepsina y el GFR. Por lo tanto, los
niveles de presepsina deben interpretarse con mas atencion en pacientes con
enfermedad renal. La presepsina en estos trabajos ha sido superior a la PCT,
PCR e IL 6 para el diagndstico de sepsis y ha demostrado un papel importante

como factor prondstico de la sepsis (Bloos F, Virulence 2014).

La LYAM1 o SELL también conocida como L-selectina es una molécula
de adhesion celular localizada en la superficie de los leucocitos excepto en los T
helper que se encuentra sobreexpresada por las citoquinas proinflamatorias. Su
funcién es unirse a las células endoteliales e impedir la extravasacion de fluidos.

Presenta una forma soluble sL-selectina que se produce de la excision de la L-
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selectina adherida alas células endoteliales. Se ha estudiado mas como
marcador pronostico que diagndstico (Seidelin JB, ICM 2002). No existen estudios

como biomarcador diagnostico de sepsis.

La Proteina C reactiva (PCR), ampliamente estudiada, se sintetiza en el
higado en respuesta a las citoquinas (IL-6, etc.) liberadas por la
infeccion/inflamacion. La PCR se ha utilizado mas en el ambito pediatrico (Jaye
DL, Ped Infect Dis 1997). Su pico se alcanza entre las 36 y 50 horas del insulto,
mas tarde que otros biomarcadores tales como IL-6 y PCT (Simon L, Clin Infect
Dis. 2004). El principal inconveniente de la PCR es su baja especificidad, su
sensibilidad generalmente se considera alta. Como marcador de inflamacion se
eleva en muchas situaciones infecciosas y no infecciosas (infeccion viral, trauma,
postoperatorio, etc.). Los pacientes con fallo hepatico o en tratamiento con

esteroides, presentan niveles reducidos de PCR.

La proteina cadena beta (FIBB) y la proteina cadena gamma del
fibrindgeno (FIBG), junto con la cadena alfa (FIBA), participan en la hemostasia
de la sangre en la formacion de coagulos (GeneCards, 2018). Puede facilitar la
respuesta inmune antibacteriana a través de vias innatas y mediadas por células
T. Se han utilizado como biomarcadores en diferentes tipos de cancer,
pancreatitis, enfermedades neuromusculares, etc. No se han encontrado
estudios que utilicen estas proteinas como biomarcadores uUnicos para el
diagnoéstico de sepsis. Se han identificado como marcadores para predecir y
diagnosticar la coagulacion intravascular diseminada en sepsis. (Wakabayashi |,

Clin Appl Thromb Hemost 2018).
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La haptoglobina (HPT) es una proteina plasmatica producida
principalmente en el higado cuya funcién es capturar la hemoglobina (Hb) que
se libera durante la hemolisis. La formacion del complejo Hb-HPT reduce las
propiedades oxidativas de heme/Hb y promueve el reconocimiento por el
receptor del macrofago CD163. (Andersen C, Antioxidants y Redox Signaling. 2017).
Este receptor facilita la fagocitacion del complejo en el interior del citoplasma y
su posterior transformacion a bilirrubina, permitiendo el reciclado del hierro hem
y previniendo el dafio renal que se produce por el depdsito de la hemoglobina
libre en el rifidn. La concentracion de la HPT puede aumentar sustancialmente
durante la inflamaciéon aguda en respuesta a mediadores de fase aguda,
interleucina-6, y otras citoquinas. A la inversa, la concentracién puede disminuir
a practicamente cero durante la hemdlisis acelerada debido a la eliminacién de
HPT mediada por el receptor del macrofago. En la clinica, la HPT es, por lo tanto,
un marcador para la fase aguda de la infeccion (aumento de la HPT en plasma)
y para la hemdlisis (disminucién en el plasma de HPT). La HPT también actia
como un antimicrobiano, antioxidante, tiene actividad antibacteriana vy
desemperia un papel en la modulacién de muchos aspectos de la respuesta de
fase aguda. Se ha utilizado junto con otros biomarcadores para el diagnéstico de
sepsis, aunque sus valores no han sido lo suficientemente buenos como para
incluirla en un panel de biomarcadores. (Kelly BJ, Diagn Microbiol Infect Dis.

2016).

La proteina de union al lipopolisacarido (LBP) se ha estudiado como
biomarcador para diferenciar entre pacientes infectados y no infectados. Todavia
sigue siendo un tema de debate. En el 2016 un metaandlisis publicado por Chen

KF y cols, (Chen KF, PLoS One,2016) concluyen que este biomarcador tiene
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deébil sensibilidad y especificidad (curva ROC 0,68) para detectar sepsis, por lo
que no recomiendan su utilizacion como unico biomarcador. En otro trabajo
reciente (Garcia de Guadiana R, Ann Clin Biochem 2018) se compara la LBP frente
a la PCT y a la PCR en pacientes con sepsis, concluyendo que la seguridad
diagnostica de los tres biomarcadores es similar con un area bajo la curva de 0,7

para LBP, 0,7 para PCR y 0,8 para la PCT.

La lipocalina asociada a la gelatinasa de neutréfilos (NGAL), esta
presente en los neutrdfilos y en varios otros tejidos tales como, colon, Utero,
traquea, pulmén, estomago, préstata y glandula salivar. Su concentracion se ha
visto incrementada en células renales, intestinales, estomago e higado en
respuesta a una variedad de estimulos nocivos, entre los que se incluye la
infeccion y la isquemia. El dafio producido en las células tubulares renales
ocasiona una produccién local de NGAL que pasa a la sangre y orina (Singer E,
Acta Physiol (Oxf). 2013). Se ha estudiado como biomarcador para predecir dafio
renal en pacientes con sepsis. Un reciente metaanalisis (Kim S, Journal of Critical
Care 2016) destaca su alta sensibilidad y alto valor predictivo negativo para
detectar la insuficiencia renal aguda en pacientes adultos con sepsis. Sin
embargo, su baja especificidad y valor predictivo positivo limitan su utilidad
clinica. Los niveles plasmaticos de NGAL no difieren significativamente en
pacientes con sepsis y fallo renal de pacientes con sepsis sin fallo renal. La
mayoria de los estudios van dirigidos a su perfil como biomarcador de fallo renal.
A nivel de inmunidad, previene la adquisicion de hierro por los microorganismos
mediante el secuestro de los sideroforos bacterianos cargados de hierro. NGAL
se emplea clinicamente en el diagndstico de lesidon renal aguda y puede ser util

en general en el diagndstico diferencial de un proceso infeccioso mediado por
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bacterias. Se han detectado niveles elevados de NGAL en la sangre de
pacientes con infeccidon bacteriana del tracto urinario, neumonia adquirida en la
comunidad, sepsis, asi como en el liquido cefalorraquideo y liquido peritoneal de
pacientes con meningitis bacteriana y peritonitis (Nasioudius D, Med Microbiolol

2015).

La Proteina 1 citosélica de linfocitos (plastina-2) (PLSL) es una
proteina de union a la actina. Juega un papel en la activacion de las células T en
respuesta a la coestimulacién a través de TCR/CD3 y CD2 o CD28. Modula la
expresion de la superficie celular de IL2RA/CD25 y CD69. La isoforma L-plastina
se ha considerado como biomarcador de cancer. Esta isoforma juega un papel
importante en funciones de los macréfagos tales como la defensa del huésped
contra las infecciones bacterianas (Hagi A, Microbiology and Immunology. 2006). No
hay articulos en la literatura que relacionen esta proteina con biomarcadores de

sepsis.

La procalcitonina (PCT) es un precursor de la calcitonina, hormona
capaz de reducir los niveles de calcio plasmatico. Junto con la PCR es uno de
los biomarcadores mas utilizados para el diagndéstico de infeccion. Es mas
sensible y especifica que la PCR en la infeccion bacteriana (Simon L). Pero al
igual que la PCR no es especifica para el diagnéstico de infeccion, este
biomarcador se eleva en otras situaciones tales como trauma. También se eleva

mas en los pacientes criticos que han sido intervenidos quirirgicamente.

Un metaanalisis publicado por Scheutz (Scheutz P, Arch Intern Med 2011) al

igual que Brechot et al (Brechot N, Int J Antimicrob Agents, 2015) revisan la validez

93



de este biomarcador como indicador de discontinuacién de tratamiento

antibiotico, papel que actualmente esta cobrando relevancia en la clinica diaria.

Segun concluye Rowland T, en una revision sobre el papel de la PCT en
el diagnostico y tratamiento de la sepsis, la procalcitonina no deberia usarse
como una Unica prueba de diagndstico para descartar la presencia de sepsis 0
infeccidn bacteriana, o para el pronéstico. En cambio, si se utiliza como parte de
un algoritmo clinico, ha demostrado que puede reducir la prescripcién de

antibiéticos en la UCI (Rowland T, Adv Clin Chem. 2015).

4.6 ANALISIS DE LAS PROTEINAS PARA VALIDACION

Se realiz0 otro andlisis estadistico mediante representacion grafica de p
value frente a Max fold para intentar identificar de las 44 proteinas diferenciadas,
cudles eran las que presentaban mas significacion estadistica y mayor Max fold
(Figura 11). Para ello se seleccionaron solo las proteinas diferenciadas entre
sépticos y controles que presentaban un valor de p < 0,001. Sefaladas con

nameros se encuentran aquellas proteinas vinculadas con procesos de defensa.
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Figura 11. Representacion grafica de las proteinas con mayor fold change y p-value.
Marcadas con numero Yy flecha las proteinas que intervienen en los procesos
biolégicos implicados en la infeccion.

En base a este analisis previo se decidio estudiar aquellas proteinas que
participaran en el mayor nimero de procesos bioldgicos (Tabla 15) y que tuvieran
un valor estadistico alto (Figura 10). Se descartaron aquellas proteinas ya
estudiadas y que presentaban valores altos similares a las proteinas del estudio
(LBP, PCR y CD14). En la figura 12 se muestra el flujograma seguido para la

seleccién de las proteinas.
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Figura 12. Flujograma para la seleccion de las proteinas.

Entre las 24 proteinas se eligieron las siguientes: (Ver tablal5 y Figura 11).

alto.

un valor un valor alto de significacion.
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LTF (TRFL) Lactotransferrina participa en 13 procesos bioldgicos de

respuesta inmune y defensa frente a bacterias. Con un valor estadistico

CFB (CFAB) proteina factor B del complemento que participa en 12
procesos bioldgicos y que también posee un valor alto de significacion.

SAA-1, Serum Amiloide A 1 participa en 11 procesos bioldgicos
relacionados con la defensa del huésped. Como proteina de respuesta de
fase aguda, presenta una de las respuestas mas elevadas en la respuesta

inflamatoria con incrementos significativos de su valor basal. Demuestra



e A2GL (LRG1) alfa-2-glicoproteina rica en leucina 1, proteina detectada
como una de las mas significativas, aunque no relacionada con
mecanismos de defensa inmune conocidos. Participa en la respuesta a

estimulos.

Dada la importancia del proceso inflamatorio en la sepsis, a estas 4
proteinas se afiadieron otras 2, la cadena alfa del receptor soluble de la
interleucina-2 (SCD25) y el receptor soluble de barrido tipo 1 rico en cisteina
(sCD163), que se utilizan como biomarcadores en el diagnostico y seguimiento
de la actividad de la linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) (Weitzman S, Am Soc
Hematol Educ Program 2011), ejemplo de enfermedad inflamatoria con
desregulacion inmune y respuesta inflamatoria excesiva (Tothova Z, J Intensive
Care Med 2015). Varios estudios sugieren que tanto el sCD163 como la sCD25
podrian ser marcadores prometedores de sepsis (Llewelyn MJ, Crit Care 2013 y

Kjeergaard AG, PLoS One 2014).

Los valores de las 6 proteinas analizadas en los pacientes y controles se
recogen en la tabla 17. Los valores de las proteinas se midieron mediante una
técnica de ELISA tipo sandwich utilizada por el fabricante. Se muestran los
valores de la media en pacientes sépticos y controles, asi como la sensibilidad y
especificidad de cada proteina y el valor del area bajo la curva ROC. Las
proteinas SAAl, sCD25, LTF y CD163 mostraron valores mas altos en los

pacientes sépticos y los otros dos, LRG1 y CFAB, valores mas bajos.
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Tabla 17. Concentraciones séricas de las proteinas validadas mediante técnica de
ELISA, sensibilidad y especificidad y area bajo la curva.

Proteina Sepsis Controles Sensibilidad Especi- Area bajo la curva

ficidad

Valor de p

(media DS)

(media DS)

(IC 95%)
(DeLong)

SAAl ng/mL  188.472,7+  5.9657 + 0.889 1 0,978 (0.946-1) <0,001
148.147,6 10.308,8

sCD25 11.886,1 + 21191+ 0,946 1 0,97 (0,92-1) <0,001

pg/mL 11.334,7 500,5

LRG1 ng/mL 518.033,8+  796.404,7+ 0,897 1 0,937 (0,85-1) <0,001
165.660,8 42.626,6

LTF ng/mL  51.940,2 + 9.640,8 + 0,724 0,9 0,83 (0,71-0,94) < 0,001
71.933,6 9.840,9

sCD163 1.291,4 + 915,3+377 0,595 0,8 0,68 (0,51-0,85) 0,079

pg/mL 644.,4

CFAB ng/mL 188.472,7+ 316.717,6+ 0,621 0,73 0,65 (0,49-0,8) 0,078
148.147,6 431.55,4

Se realizd6 la prueba de Kolmogorv-Smirnov para muestras

independientes con el objetivo de determinar si las muestras obtenidas de las
proteinas seguian una distribucion normal. Solamente la sCD163 y la CFAB

seguian una distribucién normal.

Se realizaron comparacion de medias mediante la prueba no paramétrica
de U de Mann-Whitney de todas las proteinas estudiadas entre pacientes
sépticos y controles. Las proteinas SAA1l, sCD25, LRG1 y LTF, presentaron
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes sépticos y los

controles. Los valores de significacion estadistica se reflejan en la tabla 17.

Posteriormente se analizaron las curvas ROC de cada proteina
para evaluar su sensibilidad y especificidad como biomarcadores para

diferenciar controles de pacientes sépticos. (Tabla 17 y Figura 13)
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Figura 13. Valores de proteinas en suero de los pacientes y curvas ROC.
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Los puntos de corte obtenidos mediante el indice de Youden para cada

biomarcador a partir del cual se considera positivo fueron los siguientes:

SAAL: 35.891 ng/mL
sCD25: 3.209 pg/mL
LRG1: 738.036 ng/mL
LTF: 16.349 ng/mL
CD163: 1.123 pg/mL
CFAB: 296.919 ng/mL

Realizamos correlaciones bivariadas entre los diferentes biomarcadores:
Lactato, PCT, PCR, sCD25, CD163, SAA1, CFAB, LTFy LRGL1. Las
correlaciones obtenidas se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Correlaciones entre las diferentes proteinas.

SAAl CFAB | LTF CD163 sCD25 LRG1| PCR PCT | Lactato

SAA-1 Correlacién de Pearson ,1831,5217| -,104 ,204| -,2091 ,412"| ,081 244
Sig. (bilateral) 228 ,000| ,539| 225 ,243] ,033| ,690 221
N 47 45| 47 37 37 33| 27 27 27
CFAB Correlacion de Pearson ,183 1| ,166| -,385"| -,228| ,267| ,281(-488"| -122
Sig. (bilateral) ,228 260 ,019( ,175| ,121| ,140| 007 ,528
N 45 48| 48 37 37 35| 29 29 29
LTF Correlacion de Pearson| ,521%| ,166 1 ,088 , 190 -,239] ,312| -,071 -,073
Sig. (bilateral) ,000| ,260 593| ,247| 67| ,100( ,714 ,707
N 47 48| 50 39 39 35| 29 29 29
CD163 Correlaciéon de Pearson| -,104| -,385"| ,088 1| ,353"| ,190(-,125| ,360" ,163
Sig. (bilateral) 539 ,019| ,593 ,015( ,315| ,461| ,028 ,343
N 37 371 39 47 47 30| 37 37 36
sCD25 Correlacion de Pearson , 204 -,2281 ,190 ,353" 1] -,064| ,033 ,188 -,079
Sig. (bilateral) 225 ,175| ,247| 015 736 ,847| 266 ,645
N 37 371 39 47 47 30| 37 37 36
LRG1 Correlacion de Pearson| -,209| ,267| -,239 ,190| -,064 1| ,234| -,283 -,025
Sig. (bilateral) 243 | 121 ,167| ,315| ,736 221 137 ,898
N 33 35| 35 30 30 35| 29 29 29
PCR Correlacion de Pearson | ,412°| ,281| ,312| -,125 ,033| ,234 1| -,076 ,191
Sig. (bilateral) ,033| ,140| ,100( ,461| ,847| ,221 ,644 ,251
N 27 29| 29 37 37 29| 39 39 38
PCT Correlacion de Pearson ,081|-,488™| -,071| ,360" ,188| -,283|-,076 1 -,013
Sig. (bilateral) 690 ,007| ,714| 028 ,266| ,137]| ,644 ,936
N 27 29| 29 37 37 29| 39 39 38
Lactato Correlacién de Pearson 244 -,1221] -,073 ,163| -,079] -,025] ,191| -,013 1
Sig. (bilateral) 221 | ,528| ,707| ,343| ,645| ,898]| ,251| ,936
N 27 29| 29 36 36 29| 38 38 38

**_La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).
*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Se observa una correlacion entre la proteina SAALy LTF conunar=0,52y entre
SAAl y PCR con una r = 0,412. También se observa una correlacion negativa

entre la PCT y el CFAB con una r = 0,488.
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Figura 14. Diagrama de dispersion simple que demuestra la correlacion entre las
proteinas PCR y la SAAL.

De las 6 proteinas seleccionadas como posibles biomarcadores, 4
proteinas (SAAl, LRG1, sCD25 y LTF) presentaban una diferencia
estadisticamente significativa entre los pacientes sépticos y los controles y un

area bajo la curva ROC para distinguir sepsis de controles superior a 0,8.

De estas 4 proteinas 3 (SAAL, LRG1 y sCD25) muestran una significacion
estadistica y sensibilidades y especificidades altas con un area bajo la curva para
distinguir sepsis de controles excelente > 0,9. Como se ha reflejado previamente

en la tabla 17.
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5. DISCUSION

La sepsis constituye un problema de salud global que asocia una
morbilidad y mortalidad significativas y cuya incidencia a pesar de los avances
en la prevencion sigue en aumento (Schuller KA Clin Pediatr (Phila) 2017 y Ruth A
Ped Crit Care Med 2014). El insuficiente conocimiento de la fisiopatologia, la falta
de marcadores diagnésticos sensibles y especificos tempranos y la incapacidad
de estratificar oportunamente a los pacientes con herramientas de prondstico
fiables, pueden explicar el frecuente retraso en su reconocimiento y tratamiento
(Oliveira CF, Pediatr Emerg Care 2008). Aunque la inmunidad innata y la
inflamacion sistémica se consideran generalmente como un mecanismo de
defensa de primera linea contra la invasidn microbiana, la respuesta
inmune/inflamatoria aumentada que producen puede contribuir a las

complicaciones relacionadas con la sepsis (Hotchkiss RS, Rev Immunol 2013).

Se han identificado dos fases en la fisiopatologia de la sepsis: una fase
caracterizada por un aumento sustancial de los mediadores proinflamatorios que
incluyen citoquinas y marcadores inflamatorios sistémicos, entre otros,
procalcitonina (PCT) y proteina C reactiva (PCR), y otra fase de inmunoparalisis,
inmunodisregulacion con aumento de mediadores antiinflamatorios (Gentile LJ, J
Trauma Acute Care Surg 2012), entre los que se incluyen la IL10 y el sCD25. La
amplitud de la respuesta necesita ajustarse para lograr por un lado la eliminacién
efectiva de patdégenos y a la vez que se limite y se evite la toxicidad y el dafio
colateral del tejido producido por el exceso de inflamacion (Chan J J. Clin. Invest

2012).
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La administracion precoz de antibiéticos sigue siendo el Unico tratamiento
eficaz de la sepsis (Seymour CW NEJM 2017), por lo que es fundamental
reconocer precozmente la infeccion. Definir la "Fase precoz" de la sepsis es dificil
porque se hace imposible determinar el "tiempo cero” en la sepsis humana. Se
recomiendan administrar antibidticos dentro de la primera hora de la
presentacion (Rhodes A, Crit Care Med 2017) porque cada retraso de 1 h se asocia

con una supervivencia disminuida del 4-6% (Kumar A, Curr Infect Dis Res 2010).

La importancia del tratamiento precoz nos plantea la busqueda de
biomarcadores de diagndstico, una linea de investigacion importante, para llegar
a la identificacién precoz de la sepsis. Hasta ahora ningun biomarcador por si
solo ha sido lo suficientemente especifico y sensible para diagnosticar a los
pacientes de sepsis con garantias. Hay un gran interés cientifico como se
demuestra por los mas de 7.500 articulos publicados en PubMed si se combinan

los términos sepsis y biomarcador.

En el 2010 Pierrakos y Vincent, (Pierrakos C Crit Care 2010), publicaron una
revision sobre los biomarcadores en sepsis y encontraron 3.370 referencias y
178 biomarcadores diferentes. Tras su revision concluyeron que ninguno de ellos
tiene la suficiente especificidad o sensibilidad para emplearse de forma rutinaria
en la practica clinica. La PCT y PCR eran ya entonces los mas utilizados, pero
poseen una capacidad limitada para poder distinguir la sepsis de otras
afecciones inflamatorias o para predecir sus resultados. A pesar de las
numerosas investigaciones, poco ha cambiado para la préactica clinica en los
altimos 8 afos. De los 178 biomarcadores que encontraron, 34 habian sido

utilizados especificamente en el diagndstico de sepsis y de estos solo 5 (CD11b,
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CD64, IL 12, proteina-10 inducida por interferon gamma y fosfolipasa A2), tenian

una sensibilidad y especificidad mayor del 90%.

De estas 34 proteinas valoradas para su uso en sepsis en esta revision
(Pierrakos C, Crit Care 2010) dos proteinas (LBP y pentraxina) coinciden con

las 44 proteinas seleccionadas en nuestro estudio.

El reciente desarrollo de la proted6mica esta permitiendo descubrir nuevas
proteinas implicadas en diferentes procesos biologicos. La Protedmica basada
en espectrometria de masas ofrece una herramienta eficaz para identificar
biomarcadores y ayudar a entender la fisiopatologia de las enfermedades. A
diferencia del genoma, el proteoma es dinamico variando segun el tipo y el
estado funcional de la célula. Durante la ultima década, los estudios de
biomarcadores de proteinas han permitido avances en el diagnéstico precoz y
no invasivo de enfermedades importantes, tales como infarto de miocardio y

cancer de préstata (Catalona WJ, JAMA 1998 y Danesh J, N Engl J Med 2004).

Existen 2 métodos principales para la separacion de proteinas, uno basado
en gel (electroforesis bidimensional en gel) y otro basado en cromatografia de
liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). En nuestro trabajo de
investigacion decidimos utilizar el método basado en LC-MS por su mayor
sensibilidad. En otros estudios en sepsis se han llegado a identificar por este

meétodo entre 100 y 3.000 proteinas (Sharma NK, Shock 2017).

En los estudios de proteémica de sepsis se utilizan diferentes muestras

biolégicas, incluyendo liquidos, (plasma, suero, orina), tejidos (higado y corazén)
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y células (neutrofilos y macréfagos). (Figura 15). Cada uno de ellos con sus

ventajas y limitaciones.
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Figura 15. Representacion esquematica de un ejemplo del andlisis de
protedmica. Tomado de Sharma NK. Shock, 2017.

El suero que es la muestra que se ha seleccionado en este estudio tiene

como ventajas que no es invasivo, es facil de obtener, barato, tiene informacién

112



del sistema circulatorio y permite obtener biomarcadores diagnosticos y
prondsticos. Por el contrario, posee un rango dinamico alto, las concentraciones
de los biomarcadores suelen ser bajas y existe una variabilidad alta entre
sujetos. Las proteinas detectadas en suero no siempre reflejan plenamente el
dafio del 6rgano en cuestidon. Existen diferencias en el perfil protedmico segun
las edades, siendo diferente el proteoma en el neonato que el paciente adulto.
Las manifestaciones clinicas, asi como la expresion de proteinas de fase aguda

(PCT) son diferentes segun la edad. (Cao Z, Proteomics Clin Appl 2014).

En el suero, las proteinas varian de altas concentraciones como la
albumina, a bajas, como algunas citoquinas y proteinas secretadas o filtradas en
la sangre. El proteoma esta representado principalmente por proteinas de alta
abundancia, asi las 22 proteinas mas abundantes representan
aproximadamente el 99% de la masa total de proteinas (Figura 16) - (Anderson
NL, Mol Cell Proteomics 2005). Incluso después de la deplecion (disminucién de la
concentracion de las proteinas mas abundantes) del suero, el andlisis de las
proteinas plasméticas restantes supone un enorme desafio. En parte debido a
la deplecién, proteinas de bajo peso molecular como la PCT no aparezcan entre

las proteinas obtenidas en nuestro estudio.

A. Rango de proteinas en plasma.
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Figura 16. Rango (A) y porcentaje (B) de las proteinas en plasma. Tomado de: Baker
ES, Liu T, Petyuk VA, Burnum-Johnson KE, Ibrahim YM, Anderson GA, Smith
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5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES PEDIATRICOS CON

SEPSIS

La poblacién estudiada reune a 40 pacientes con sepsis ingresados en
UCIP, 7 pacientes con una sepsis grave y 33 con shock séptico, de acuerdo con
la definicion de la conferencia consenso de sepsis pediatrica del 2002, (Goldstein
B PCCM 2005). Los pacientes seleccionados cumplian criterios clinicos de
sepsis. No todos los pacientes tenian una confirmacién bacteriolégica de
infeccidn. La positividad de los cultivos se obtuvo en el 57% de las sepsis graves
y en el 51% de los shocks sépticos, cifras similares a los porcentajes referidos
en otras series (30-50% de hemocultivos positivos en sepsis y shock séptico)
(Dellinger RP Intensive Care Med 2013). El foco mas frecuente de infeccion en
los pacientes pediatricos fue endovascular (57%), seguido de neumonia. A
diferencia de los adultos donde el foco mas frecuente es la neumonia. Los
gérmenes mas frecuentes aislados en este estudio fueron el meningococo
(57%), seguido del estreptococo pidgeno (19%) y el neumococo (9,5%),
gérmenes habituales en las sepsis pediatricas (Aneja RK, CIDR 2011). A destacar
gue un alto porcentaje de pacientes 14 (35%) en la serie estudiada y 25 (49%)
en el global de los pacientes sépticos, presentaban comorbilidades.
(inmunodeficiencia, enfermedad neurolégica, enfermedad respiratoria cronica,

cardiopatia congénita).

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realizaron
determinaciones analiticas de PCR, PCT vy lactato, dentro de los estudios
habituales que se realizan en los pacientes graves con sospecha de infeccion.

La PCR fue negativa en 7 pacientes (17,5%), 3 de ellos con infeccion confirmada
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por hemocultivo. Como se confirma en la literatura, un porcentaje alto de
pacientes con sepsis no presentan elevaciones de esta proteina y el diagnéstico

de sepsis puede establecerse en pacientes con PCR negativa.

En el caso de la PCT, 4 pacientes (10%) tuvieron un valor considerado
negativo de la proteina. En este caso ninguno de ellos tenia una infeccion
confirmada por hemocultivo. Veintitrés pacientes presentaron a su ingreso cifras
elevadas de lactato (57,5%), frente a 17 que tenian valores normales. Esto
también confirma que estos marcadores de infeccion utilizados habitualmente,
incluso realizados a pacientes con alta sospecha clinica de sepsis 0 shock
séptico son poco fiables como marcadores diagndésticos para determinar si un

paciente presenta una infeccion grave o sepsis. (Lautz AJ, J Pediatr. 2016)

En esta serie de 40 pacientes pediatricos, la mortalidad se sitia en el
rango bajo de las tasas reportadas (10-20%) (Black RE, Lancet 2010). Teniendo
en cuenta que el 82,5% de los pacientes presentaban un shock séptico, solo
fallecieron dos pacientes (5%). Esto confirma los mejores resultados obtenidos
en los pacientes pediatricos en relacion con la mortalidad en los pacientes

adultos. (Fleischmann C, AJRCCM 2016).

5.2. PROTEINAS SELECCIONADAS COMO POSIBLES BIOMARCADORES

De las 232 proteinas identificadas, 44 reunian los criterios definidos para
el estudio (cambio en el valor basal mayor de 2 y una significacion estadistica
con una p menor de 0,05). Por lo tanto, estas 44 proteinas se postularon como

posibles marcadores de diferenciaciéon entre pacientes sépticos y sanos. Doce
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proteinas estaban disminuidas y 32 elevadas en los pacientes con sepsis

respecto a los controles (Tabla 13 y Figura 11).

En un estudio previo de protedmica realizado por nuestro grupo en
pacientes adultos con sepsis mediante el procedimiento basado en electroforesis
en gel, se encontraron solo 7 proteinas diferenciadas entre controles sanos y
sépticos (Clusterina, Antitrombina Ill, SAAL, Apolipoproteina E, Factor H del
complemento, Hemoglobina subunidad beta y Filagrina (Garcia-Obregén S, J
Microbiol Immunol Infect 2018). Todas las proteinas identificadas en este estudio
de adultos también fueron identificadas en nuestro estudio pediatrico, pero solo
la HBB y la SAAL cumplian los criterios definidos de una p menor de 0,05y un
cambio en el nivel basal mayor de 2 veces. Esto podria explicarse en parte por
la diferente metodologia empleada para el estudio de la prote6mica y en parte

por las diferencias existentes entre la sepsis pediatrica y la de los adultos.

Ademaés del estudio de las diferencias prote6micas entre los pacientes
sépticos y los controles, en la investigacion desarrollada realizamos un analisis
mas exhaustivo de las 4 proteinas seleccionadas (SAAl, CFAB, LRG1 y LTF).
Se afiadieron 2 proteinas implicadas en la fisiopatologia del sindrome
hemofagocitico (sCD25 y CD163) debido al interés de nuestro grupo en la
investigacion de la linfohistiocitosis hemofagocitica y en el papel de la
desregulacion inmune en los procesos infecciosos e inflamatorios graves
(Astigarraga I, An Pediatr 2018). Ambas proteinas han demostrado su utilidad en
el diagnéstico y prondstico de esta enfermedad, fundamentalmente la sCD25 o

receptor soluble de la IL-2, que se incluye dentro de los criterios diagnosticos de
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HLH (Henter JI, Pediatr Blood Cancer 2007 y WeitzmanS, Hematology Am Soc Hematol

Educ Program. 2011)

e El Factor B del complemento (CFAB) se encontrd disminuido en los
pacientes con sepsis en relacion con los controles. EI CFAB no alcanza
significacion estadistica entre controles y sépticos (p = 0,078), el valor medio en
los sépticos es de 188.472,7 ng/mL frente a 316.717 ng/mL en los controles,
aproximadamente el doble. El area bajo la curva para distinguir sepsis de
controles es de 0,672 con una sensibilidad de 0,62 y una especificidad de 0,73.

Estos valores se consideran pobres como marcadores diagndsticos.

Las razones para explicar el descenso observado en los niveles de CFAB
se basan en el funcionamiento del sistema del complemento. Este sistema
consiste en multiples proteinas presentes en fluidos corporales, receptores y
proteinas reguladoras. Defiende al organismo de las infecciones y actia como
un regulador de la inmunidad (Flierl MA, FASEB J 2008). Su activacion puede
realizarse por tres vias, la via clasica (incluye anticuerpos, C1q, C2 y C4), lavia
alternativa (incluye al factor B del complemento y la formacion de C3b desde el
C3) y la via de la lecitina (incluye a la lecitina de union a la manosa vy ficolinas).
(Charchaflieh J, Disease Markers 2015). Su activacion permite reconocer y eliminar
los organismos invasores, aunque una sobreactivacion podria amplificar la

inflamacion y como resultado provocar un dafio tisular.

El CFAB es esencial para la activacion y amplificacion de la via alternativa
del complemento (Harboe M, Mollnes TE, Journal of Cellular and Molecular Medicine,
2008). En los modelos animales de sepsis esta sobrexpresada en el rifién y

puede contribuir al dafio tubular. Un estudio sobre el shock séptico en ratones
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indicaba que la ausencia del CFAB conferia un efecto protector, con mejora en
la supervivencia y la funcion cardiaca y que atenuaba el dafio renal. (Zou L,
Journal of Immunology 2013). La activacion de los Tooll-like receptores (TLR2,
TLR3 y TLR4) aumenta la sintesis y liberacion del CFAB por los macréfagos y
las células cardiacas. La sepsis polimicrobiana provocada por la ligadura y
puncion del ciego en el modelo ratdn aumentaba los niveles de CFAB en el
suero, liquido peritoneal y érganos mayores como el riidn y corazon. También
activaba la via alternativa del complemento. En este modelo animal el CFAB

juega un papel importante en la patogénesis de la sepsis grave bacteriana.

Hay pocos trabajos que demuestran la expresién del CFAB en el shock
séptico, sin embargo, muchos estudios demuestran la evidencia de que el
sistema del complemento se activa en pacientes con sepsis y shock séptico, y
gue esta activacién es en parte responsable de los efectos proinflamatorios
vistos en la misma. La activacién solo del complemento puede inducir sintomas
similares a la sepsis. La via alternativa contribuye significativamente a la
respuesta inmune innata en la sepsis. La forma activa del factor B esta elevado
en pacientes con sepsis indicando un potencial papel de la via alternativa en el
desarrollo del shock séptico (Charchaflieh J, Dis Markers 2015). La activacion
excesiva del complemento en la sepsis meningocécica fulminante se produce
fundamentalmente por la via alternativa. Los pacientes con shock séptico

persistente presentan niveles elevados del CFAB (Brandtzaeg P, J Infect Dis 1996).

e La Lactoferrina estaba aumentada en los pacientes con sepsis en
relacion con los controles. Los resultados de nuestro estudio demuestran que los

niveles de lactoferrina son diferentes entre los controles y los pacientes sépticos
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alcanzando significacion estadistica (p < 0,001), el valor medio en los pacientes
sépticos es de 51.940,2 ng/mL frente a 9.640,8 ng/mL en controles. Este valor
es seis veces mayor en sépticos que en los controles. El area bajo la curva para
distinguir sepsis de controles es de 0,83 con una sensibilidad de 0,72 y una
especificidad de 0,90. Valores que se consideran entre regulares y buenos como

marcadores diagnosticos.

La lactoferrina humana (HLF), es una glicoproteina catidnica
multifuncional sintetizada por glandulas exocrinas (Masson PL, Eur J Biochem
1968) y por neutrdfilos en respuesta a una infeccion o inflamacién (Levi O, 2004,
J. Leukoc. Biol). Esta presente en numerosos fluidos y secreciones mucosas
(lagrimas, saliva, leche materna, calostro, etc.) donde actlia como primera linea
de defensa y, en pequefias cantidades, en el plasma sanguineo. Pertenece a la
familia de la transferrina (proteina transportadora del hierro), siendo un elemento

clave en la defensa del huésped.

Es una proteina de union al hierro en la leche y en las secreciones
corporales con actividad antimicrobiana, lo que la convierte en un componente
importante del sistema inmunitario innato. Muestra un amplio espectro de
propiedades, incluida la regulacion de la homeostasis del hierro, la defensa del
huésped contra una amplia gama de infecciones microbianas, la actividad
antiinflamatoria, la regulacion del crecimiento celular y la diferenciaciéon y la
proteccion contra el desarrollo del cancer y la metastasis. Se ha encontrado
actividad antimicrobiana, antiviral, antifangica y antiparasitaria para esta proteina

y sus peéptidos. (Vogel HJ, Biochem Cell Biol 2012)
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La funcion bacteriostatica de la Lactoferrina se debe a la capacidad para
secuestrar iones hierro en el sitio de infeccion. Privando de esta manera de un
componente fundamental a las bacterias para su crecimiento. Este efecto es
temporal ya que las bacterias desarrollan mecanismos para recuperar este
hierro. La funcidon bactericida se atribuye a su interaccion directa en la
desestabilizacion de la pared bacteriana. Participa en la inhibicion de la
formacion del biofilm por la bacteria. Sin embargo, el mecanismo exacto de la
actividad antimicrobiana de los péptidos de lactoferrina no se ha descrito hasta

la fecha (Martin L, Front. Immunol 2015).

Otros trabajos han demostrado resultados similares a nuestra
investigacién con incremento de los niveles de lactoferrina en pacientes con
sepsis grave junto con otros polipéptidos antimicrobianos (Berkstedt I, Journal of
Innate Immunity, 2010). Sus niveles se elevan hasta 10 veces en los pacientes
adultos con sepsis, asi como se habia demostrado previamente en nifios
(Thomas NJ, Pediatr Infect Dis 2002), donde su incremento se relacionaba con el
namero de neutréfilos. La evidencia actual sugiere que la lactoferrina podria
reducir significativamente la incidencia de enterocolitis necrotizante y sepsis
tardia, disminuyendo el riesgo y mortalidad de la infeccion adquirida en el

hospital en prematuros. (He Y, Medicine 2018), (Telang S, Nutrients 2018).

e La Alfa 2-glicoproteina rica en leucina-2 (LRG1 o A2GL) se encontré
disminuida en los pacientes sépticos frente a los controles. Estos resultados no
fueron concordantes con los observados en el analisis inicial del proteoma, que
mostraba valores aumentados en los pacientes sépticos en relacion con los

controles. La LRG1 es diferente entre controles y sépticos alcanzando
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significacion estadistica (p < 0,001), el valor medio en los sépticos es de
518.033,8 ng/mL comparado con 796.404,7 ng/mL en los controles. El area bajo
la curva para distinguir sepsis de controles es de 0,93 con una sensibilidad de
0,89 y una especificidad de 1. Valores que se consideran excelentes como

marcador diagndstico.

La alfa-2-glicoproteina rica en leucina 1 (LRG1) es una proteina que
pertenece a la familia de proteinas leucine-rich repeat (LRR). Estas proteinas
participan en la interaccidén proteina-proteina, la transduccion de sefales y la
adhesioén y el desarrollo celular. Su funcion biolégica no esta clara, pero algunos
estudios han demostrado que la LRG1 se expresa durante la diferenciacion de
los granulocitos y que participa en la angiogénesis, contribuyendo a la

neovascularizacion patologica. (Wang X, Nature 2013).

Rainer et al estudiaron el papel de esta proteina como biomarcador para
el diagndstico de apendicitis aguda (AA) en 84 pacientes con apendicitis y 44 sin
apendicitis. Encontraron que los niveles medios en plasma de LRG1 eran
mayores en los pacientes con AA que en los que no tenian AA. El area bajo la
curva para LRG1 en AA fue de 0,74 (Rainer TH, Clin Biochem 2017). Un
incremento de su nivel se ha visto tanto en sangre como en orina en un grupo

de nifios con AA (Kharbanda AB Acad Emerg Med 2012)

Hashida T et al, analizaron el proteoma del liquido eliminado por
hemofiltracion en 20 pacientes con insuficiencia renal (10 sépticos y 10 no
sépticos). Los pacientes con sepsis tuvieron con mayor frecuencia proteinas
relacionadas con el proceso inmune y con funciones de adhesion biologica.

Identificaron un total de 429 proteinas, 197 solo identificadas en los pacientes
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con sepsis. Tres proteinas la anhidrasa carbdnica 1 (CAl), CysC vy la alfa2
glucoproteina rica en leucina (LRG1) se identificaron en todos los pacientes con
sepsis y no habian sido reportadas anteriormente en pacientes con sepsis. El
analisis de validacion reveld que los pacientes con sepsis tenian niveles séricos
aumentados de CAL (p =0.015) y LRG1 (p = 0,0039) en comparacion con los no

sépticos (Hashida T, 2017, J Artif Organs).

La funcién de la LRG1 no se ha determinado por completo (O’Donnell LC,
2002, J leukoc Bio). El aumento de los niveles séricos de LRG1 en pacientes con
artritis reumatoide sugiere que la LRG1 es un prometedor candidato como
biomarcador inflamatorio en las enfermedades autoinmunes (Serada S, 2010, Ann
Rheuma Dis). Ademds, una investigacion sobre los mecanismos de la
angiogénesis endotelial mostré que LRG1 es un actor clave de la angiogénesis
y mejora la via de sefalizacion proangiogénica al unirse directamente al
complejo receptor TGF-beta (transforming growth factor-B1) localizado en la

superficie de la célula (Wang X, 2013, Nature).

Shirai et al, en un estudio de laboratorio con induccion de respuestas en
hepatocitos a mediadores de fase aguda encuentran que la LRG1 se encuentra
sobrexpresada tras la administracion de IL-6 humana, IL 1Beta y TNF alfa con
un patrén similar a las proteinas de fase aguda. También demuestran que la
administracion de LPS intraperitoneal en ratones aumenta la expresion de LRG
MRNA en el higado. Sugiriendo que la LRG1 es una proteina de fase aguda tipo
1 secretora cuya expresion esta sobrexpresada en respuesta a mediadores de

fase aguda. (Shirai R, Biochem Biophys Res Commun 2009).
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Nuestros resultados apoyan el papel del LRG1 como biomarcador en

procesos inflamatorios e infecciosos.

e El Amiloide sérico Al (SAALl) estd aumentada en los pacientes con
sepsis en relacion con los controles. La SAAL es diferente entre controles y
sépticos alcanzando significacion estadistica (p < 0,001), el valor medio en los
sépticos es de 188.472,7 ng/mL frente a 5.965,7 ng/mL, mas de 30 veces el valor
inicial de los controles. El area bajo la curva para distinguir sepsis de controles
es de 0,977 con una sensibilidad de 0,89 y una especificidad de 1. Valores que

se consideran excelentes como marcador diagnaostico.

Las proteinas amiloides séricas A (SAA) constituyen una familia de
apolipoproteinas. Se sintetizan principalmente en el higado, en respuesta a las
citoquinas liberadas por los macrofagos (IL 1B, IL 6 y TNF-a) tras un estimulo
agudo tal como una infeccion o dafio fisico. Aunque se han encontrado un total
de seis isoformas de SAA, la SAA1 y la SAA2, (SAA2a y SAA2B) son las que se
hallan principalmente en el suero humano durante la inflamacion. EI SAAl y el
SAA2 son casi idénticas, probablemente originadas durante la evolucién de una
duplicacion genética (Uhlar, C.M. Genomics, 1994). Es una de las mayores
proteinas de fase aguda, como la PCR, aunque alcanza valores mayores y
responde mas rapidamente que la PCR. Puede utilizarse como marcador
diagnoéstico, prondstico o de seguimiento de muchas enfermedades. Los
aumentos en los niveles séricos de SAA se producen como respuesta a un dafio
fisico del huésped, tal como, infeccion, trauma, reaccion inflamatoria o cancer.
El orden de magnitud del aumento en los niveles de SAA varia

considerablemente, de 10 a 100 veces durante eventos inflamatorios limitados a
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un aumento de 1.000 veces durante infecciones bacterianas graves y
exacerbaciones agudas de enfermedades inflamatorias crénicas. Cuando la
inflamacion persiste, el higado continda produciendo SAA y hace que actue

como un agente antibacteriano.

Se ha estudiado su papel en numerosas patologias tales como la artritis
reumatoide (AR), donde se relaciona a la SAA con la patogénesis de la
enfermedad, detectandose mayores cantidades de SAA en el liquido articular de
pacientes con AR que en pacientes sanos. Se considera mas sensible que la
PCR (O'Hara R, Arthritis Res, 2000). También en la obesidad, debido a la
produccion local por los adipocitos de SAA y citoquinas, diabetes tipo Il donde
los niveles de SAA son mayores que en los individuos sanos y arterioesclerosis
en estos pacientes con diabetes, AR y obesos. (King VL, Curr Opin Lipidol,
2011). Otras enfermedades relacionadas con el aumento de SAA son:
enfermedades pulmonares (EPOC, asma, tabaquismo), cancer (gastrico,
mieloma, osteosarcoma), Enfermedad de Crohn, Alzheimer, apnea del suefio y

amiloidosis.

A pesar de haber sido estudiada en numerosas situaciones su papel como
proteina de fase aguda sigue sin estar aclarado. Existen varios trabajos que
apunta a su papel como biomarcador en la sepsis neonatal. (Yuan H, Biomed Res

Int. 2013)

e Elreceptor soluble de la cadena alfa de la Interleucina 2 (sCD25) esta
aumentado en los pacientes con sepsis en relacion con los controles. El sCD25
es diferente entre controles y sépticos alcanzando significacién estadistica (p <

0,001), el valor medio en los sépticos es de 11.886,1 pg/mL frente a 2.119,1
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pg/mL, casi seis veces el valor de los controles. El area bajo la curva para
distinguir sepsis de controles es de 0,97 con una sensibilidad de 0,94 y una
especificidad de 1. Valores que se consideran excelentes como marcador

diagnéstico.

Aunque se han investigado varios candidatos en la cascada
antiinflamatoria, definida en la fisiopatologia de la sepsis, los datos mas
consistentes se refieren a la IL 10 y a la forma soluble del CD25 (sCD25), un
antigeno de los linfocitos T reguladores (Saito K, Tohoku J ExpMed 2008). Este
autor comprobé el aumento de sCD25 en el plasma de los pacientes

bacteriémicos en comparacién con los pacientes con SIRS no bacteriémicos.

El sCD25 podria tener un papel importante en el diagndstico de la
respuesta inflamatoria bacteriémica. Un hallazgo inesperado es su aumento
temprano que, segun la literatura, deberia estar asociado mas con la etapa tardia
/ inmunosupresora de la sepsis. Kasten et al, (Kasten KR, Shock 2010) subrayaron
su papel temprano en la patogénesis de la sepsis. Por lo tanto, sCD25 no debe
considerarse como un marcador tardio, sino también como marcador temprano
de la infeccion. Este predominio de supresion inmune se ha sugerido que esta
relacionado con el desarrollo de la disfunciéon organica en la sepsis. (Matera G,

Crit Care 2013)

En un estudio realizado en adultos con sepsis y fracaso renal agudo (IRA)
se estudiaron tres biomarcadores IL 10, sCD25 y NGAL (Cho E, 2014 Nephrology).
Los niveles séricos de sCD25, marcador representativo de las células T
supresoras, estaban elevados en el grupo de pacientes con sepsis e insuficiencia

renal aguda (IRA) en comparacion con el grupo de pacientes con sepsis sin IRA
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0 en pacientes con IRA sin sepsis. Estos hallazgos sugieren que la
inmunosupresion se relaciona con la disfuncién de érganos de la sepsis, en este
caso IRA. Y que tanto la IL 10 como el sCD25 serian buenos marcadores para
el desarrollo de fallo renal séptico. El valor del area bajo la curva (AU-ROC) de
sCD25 para pacientes con sepsis e IRA fue de 0,75 (0,65-0,88). Este resultado

es menor al observado en nuestro estudio.

El sCD25 se ha utilizado en la clinica como biomarcador del sindrome
hemofagocitico (SH) y de linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH), condiciones
potencialmente mortales caracterizada por una activacion inmune patoldgica e
hipercitocinemia. (Henter JI, Pediatr Blood Cancer 2007). En una revision
sistematica de 64 articulos (1975-2016) examinando la utilidad clinica de este
receptor para el diagndstico de SH/HLH (Lin M, Ann Hematol. 2017), 22 articulos
lo describen como un marcador de diagnostico sensible para HLH. El sCD25
soluble se ha propuesto como marcador del sindrome de activacién macrofagica.
También junto con el sCD163 en la Artritis Idiopatica Juvenil activa (Reddy VV,

2014 Int J Rheum Dis).

Aungue la fuente precisa y el papel biologico de sCD25 no se ha aclarado
definitivamente, se ha demostrado que los niveles séricos pretratamiento de
sCD25 reflejan la actividad, el avance y la agresividad biologica de muchos tipos
de cancer en adultos y nifios, y se correlacionan con prondstico y supervivencia
global. (Bien E, 2008 Biomarkers). También se ha visto elevado en mdultiples
situaciones tanto infecciosas como no infecciosas (enfermedades autoinmunes,

neoplasia, rechazo, infecciones, etc.). En base a nuestros resultados se puede
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considerar un marcador inespecifico que podria formar parte de un panel de

biomarcadores en representacion de la fase inmunosupresora de la sepsis.

e El Receptor soluble de los complejos haptoglobina-hemoglobina
(sCD163) esta aumentado en los pacientes con sepsis en relacion con los
controles. En nuestro estudio el sCD163 no alcanza significacion estadistica
entre controles y sépticos (p = 0,078), el valor medio en los sépticos es de
1.291,4 pg/mL frente a 915,3 pg/mL en los controles. El area bajo la curva para
distinguir sepsis de controles es de 0,68 con una sensibilidad de 0,62 y una
especificidad de 0,80. Valores que se consideran pobres como marcadores

diagnosticos.

El sCD163 es una glicoproteina presente en la superficie de la membrana
celular de los macrofagos y los monocitos. Es un receptor miembro de la
superfamilia de proteinas SRCR (Scavenger receptors cystein-rich) (Mgller H.
Scand J Clin Lab Invest. 2012). Se ha demostrado que funciona como un receptor
para la hemoglobina (HbSR, hemoglobin scavenger receptor) capaz de capturar
los complejos de hemoglobina-haptoglobina, que se producen durante la
hemolisis intravascular. Este receptor HbSR esta directamente involucrado en la
respuesta inflamatoria. Situaciones como la coagulacion intravascular
diseminada (CID), hemolisis, isquemia, reperfusion, asi como toxicidad y efectos
secundarios de farmacos pueden conducir a la liberacion de hemoglobina. Al
mismo tiempo reacciones de oxidacion y reduccion catalizadas por peréxido de
hidrogeno conducen a la formacion de radicales libres de oxigeno los cuales
provocan dafo celular. Para evitar todo esto es necesario retirar pronto la

hemoglobina libre. La haptoglobina participa en la neutralizacion de la
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hemoglobina disminuyendo asi el dafio de las reacciones oxidativas que se
desencadena. También participa en la respuesta antinflamatoria. La
hemoglobina puede ser retirada por las células fagociticas solo cuando se une a

la haptoglobina a través del receptor CD163.

Estudios in vitro han demostrado que el sCD163 podria estar inducido por
los TLR (Tool like receptors) o LPS (Lipopolisacarido). Incluso sin respuesta

inflamatoria hay pequefias cantidades de CD163 en la sangre.

En muchas situaciones como enfermedad coronaria, arterioesclerosis,
artritis reumatoide, cancer y esclerosis multiple el sSCD163 se puede utilizar como
un biomarcador especifico de los macrofagos. Juega un papel importante en la
identificacion de la inflamacion, sepsis, bacteriemia, mononucleosis, enfermedad
de Crohn, enfermedad celiaca, sindrome hemofagocitico, sindrome de
activacion macrofagica, fallo hepatico agudo, quemaduras, etc. En muchas de
estas situaciones los pacientes estan expuestos a grandes cantidades de
hemoglobina libre debido a la hemolisis vascular y al dafo celular. EI CD163 es
muy eficiente para la retirada de esta hemoglobina libre de la sangre y de los
tejidos con inflamacion, luego puede considerarse como un marcador prondstico

en muchas enfermedades, especialmente inflamatorias.

De acuerdo con la literatura publicada podria considerarse como un
marcador de sepsis prondstico mas que diagnostico. Sapa et al, en un estudio
realizado en muestras de sangre de pacientes con sepsis y pacientes graves sin
criterios de sepsis, encuentran; para un valor de corte de 1,146 mg/L; un area
bajo la curva ROC de 0,847 (intervalo de confianza 0,72-0,93), con una

sensibilidad de 82,1% y una especificidad de 91,7%. (Sapa A, Adv Clin Exp Med.
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2017). Feng et al, en un estudio de pacientes con sepsis y otro con SIRS sin
infeccion, encuentran resultados similares. Segun los autores la no disminucion
de este valor implicaba un mal pronéstico. Los autores concluyen en que el
sCD163 tiene valor tanto como marcador diagndstico como pronadstico.
Consideran que es mejor marcador que la PCT y la PCR. (Feng L, PLoS One.
2012). Moller et al, en pacientes con bacteriemia por neumococo, observan un
valor similar a los estudios previos. El area bajo la curva para predecir el riesgo
de muerte era de 0,82 con una sensibilidad de 82% y especificidad de 79%.
(Moller HG, Crit Care Med. 2006). Kjaergaard et al, encuentran los valores mas
altos en un grupo de pacientes con sepsis comparados con controles. El area
bajo la curva ROC fue de 0,95, como marcador diagnostico de sepsis. Con una
sensibilidad y especificidad de 93% (Kjaergaard AG, 2014). Al igual que
Abdelrahman et al, que estudian pacientes con sepsis y SIRS, con una
sensibilidad de 93,5% y especificidad de 90,2% que confirma el valor del

biomarcador en la sepsis. (Abdelrahman RS, Tanta Med J. 2015).

Los resultados de nuestro trabajo con una sensibilidad 0,62 de y
especificidad de 0,80 no son tan favorables como los descritos en los estudios
previos. Sin embargo, se asemejan mas a otros autores como Su, Ingels Y Gaini.
En el estudio de Su et al, de 100 pacientes sépticos y 30 pacientes con SIRS, el
valor del area bajo la curva fue inferior a los anteriores, de 0,69. (Su HL, Mediators
Inflamm. 2013) Los autores consideran que el sCD163 tiene méas valor como
prondstico en el seguimiento de la enfermedad. Ingels et al encuentran menores
diferencias en los valores entre pacientes sépticos y controles, con area bajo la

curva de prediccion de mortalidad de 0,68. (Ingels C, J Clin Immunol. 2013).
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Gaini et al, estudian pacientes con infecciones adquiridas en la comunidad
y los comparan con un grupo de referencia de pacientes sanos. El area bajo la
curva es de 0,58 y no hubo diferencias estadisticas entre los grupos. Concluyen
que el sCD163 no sirve para diferenciar a los pacientes con infeccion de los que
no la tienen. (Gaini S PMIS. 2006). Los mismos autores determinan el valor de
sCD163 en pacientes sépticos y pacientes con SIRS, en los sépticos las
concentraciones eran mayores que en el grupo SIRS, sin embargo, no hubo

diferencias estadisticas entre sepsis y SIRS. (Gaini S, Clin Exp Immunol. 2008)

En los estudios previos los autores miden el sCD163 en suero, pero este
marcador también se puede medir en orina. En el estudio de Su et al, en el grupo
de referencia los valores eran indetectables. El area bajo la curva ROC fue de
0,83 con una sensibilidad de 82,5% y una especificidad de 75%. Los resultados
se correlacionan con la concentracion en suero del sCD163. (r=0,511). (Su HL,

2012).

5.3 BUSQUEDA DE UN PANEL DE BIOMARCADORES

En el presente estudio, los pacientes con sepsis presentaron un perfil del
proteoma estadisticamente diferente al de los controles. Entre las proteinas
obtenidas, un numero importante de ellas participan en procesos biologicos
relacionados con la defensa del huésped (respuesta inmune e inflamatoria,

activacion de la coagulacion y la via del complemento).

El mayor cambio en el valor basal se observé en las proteinas SAA2y 1,
estas proteinas como se ha comentado alcanzan valores mas elevados que la

PCR y su tiempo de respuesta es mas rapido.
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Para mejorar el rendimiento de las proteinas como marcadores
diagndsticos se han propuesto combinaciones de varias proteinas (Kokoed K, Crit
Care 2007). Sin embargo, hasta la fecha, en la mayoria de los estudios, estas
combinaciones solo proporcionan una mejora diagndstica de limitada a
moderada eficacia, comparando con la rentabilidad diagndstica de las proteinas
aisladas. Esto puede explicarse por un enfoque predominante en los estudios
sobre proteinas inducidas por bacterias (por ejemplo, PCT, IL-6, IL-8, SAAL,
CRP y sTREM), que comparten vias bioldgicas y, por lo tanto, son
inherentemente sensibles a los mismos factores. Por lo tanto, pensamos que la
combinacion de proteinas no relacionadas que participen en diferentes vias

puede mejorar la precision diagnostica.

Las proteinas seleccionadas son bastante representativas de los
diferentes procesos biolégicos de la respuesta a infecciones. Se incluyen
receptores de los macréfagos (sCD163), proteinas de fase aguda (SAAL, CFB),
proteinas de la fase inmunosupresora (sCD25) y de activaciéon celular (LRG1).
Al incluir proteinas de diferentes fases de la respuesta a la infeccion se puede

incrementar su valor diagndstico.

Cuatro de estas proteinas (LRG1, sCD25, SAAl y LTF) presentan
diferencias estadisticamente significativas entre controles sanos y pacientes
sépticos. Tres de ellas LRG1, sCD25 y SAAL lo hacen con un area bajo la curva
ROC excelente. Estas tres proteinas podrian constituir un potencial panel de
marcadores que identificase a los pacientes con sepsis. En el presente estudio
al menos una de las tres proteinas identificaba al paciente séptico y ninguna de

ellas era positiva en los controles.
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El interés en descubrir un método diagnostico sensible y especifico hace
gue haya que seguir investigando en esta linea para intentar descubrir el panel
ideal de marcadores. Proteinas como las descritas ademas de las ya conocidas
PCT, PCR y presepsina podrian ser incluidas en este posible panel. Sin olvidar
el papel que representan las diferentes escalas de gravedad (QSOFA, SOFA,
sepsis 6  (https://sepsistrust.org), national early warning scores
(www.england.nhs.uk/ourwork/clinical-policy/sepsis/nationalearlywarningscore/,
etc.). La disponibilidad de un panel que pudiera aplicarse a nivel clinico seria
muy interesante. Sin embargo, su implantacion en la practica asistencial parece
todavia lejana porque la mayoria de estas determinaciones no estan disponibles
en los laboratorios hospitalarios y no pueden analizarse en los laboratorios de
urgencia. En los pacientes con sepsis en situacion critica, los estudios
diagnosticos y las decisiones terapéuticas se deben tomar de forma rapida y
urgente, a cualquier hora del dia. Los paneles tendrian que ser sencillos de
utilizar y deberian ofrecer los resultados en un plazo muy breve de tiempo.

Todavia se necesita avanzar mucho en la investigacion en este campo.

5.4 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Este estudio presenta varias limitaciones. Primero, el tamafio muestral es
pequeio, similar a lo que sucede con otros estudios de proteoma previos (Cao
Z, Proteom Clin Appl, 2014). En segundo lugar, de las 44 proteinas identificadas
durante el andlisis del proteoma del suero de pacientes con sepsis, que cumplian
los criterios de seleccidn, nos centramos en 4 proteinas, validando con éxito tres

de ellas (LTF, SAA1ly LRG1). La validacion de estas proteinas se realizé en base
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a criterios de frecuencia en la participacion de los procesos bioldgicos, fuerza
estadistica y coste econdmico. El importe economico de la validacion de todas
las proteinas no era asumible para este estudio inicial. Por las limitaciones de la
dotacion economica disponible en los proyectos de investigacion sobre sepsis
del grupo. Ademas, existe cierto punto de subjetividad a la hora de la eleccion
de estas proteinas. Un analisis mas completo de todas las proteinas
diferenciadas podria haber permitido la realizacion de un estudio estadistico

especifico que hubiese podido seleccionar mejor el grupo del panel de proteinas.

Los propios estudios de protedmica tienen sus limitaciones. A fecha de
hoy pocos de ellos han conseguido nuevos biomarcadores aplicables a la
practica asistencial, aunque se han conseguido significativos avances en la
comprension de la fisiopatologia de las enfermedades. Su metodologia es cara
y consume mucho tiempo. Los estudios realizados tienen poco poder estadistico
debido a su complejidad y fundamentalmente al nUmero pequefio de pacientes
gue entran en cada estudio. Se necesitan para su validacion posterior estudios

en cohortes con mayor numero de pacientes.
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6. CONCLUSIONES

1. La sepsis continta siendo un problema de salud importante que asocia
una morbi-mortalidad significativa. La etiologia en nuestra serie se corresponde
con la de la edad pediatrica, siendo el meningococo (57%), seguido del
estreptococo, los gérmenes mas frecuentes. Uno de cada 2 pacientes sépticos
presenta una o mas enfermedades cronicas asociadas (inmunodeficiencia,
cancer). Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan un hemocultivo
positivo. La fuente principal de infeccién es la endovascular (52,5%), seguido de
la respiratoria. La mayoria de los pacientes precisan soporte inotrépico (82,5%)
y un tercio de ellos soporte respiratorio. La mortalidad se encuentra en cifras
inferiores (5%) a las registradas en la literatura pediatrica para las sepsis
infantiles.

2. Los marcadores utilizados habitualmente para el diagndstico de infeccién
presentan un importante indice de fallos en nuestro estudio. A destacar que
nuestra poblacion es una poblacién seleccionada con un diagndstico de
sospecha de sepsis al ingreso. La procalcitonina fue negativa en el 10 %, la
PCR en el 17,5% y el nivel de lactato fue normal en el 42,5% de los pacientes
sépticos a su ingreso.

3. En el analisis realizado del proteoma mediante la técnica LC-MS se
detectaron 230 proteinas diferenciadas entre los pacientes con sepsis y los
controles sanos.

4. De las 230 proteinas detectadas, 44 cumplian los criterios de seleccién
del estudio (p< 0,05 y Max fold mayor de 2). Veinticuatro de estas proteinas
participan en procesos bioldgicos relacionados con la inmunidad de acuerdo con

la base de datos STRING.
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5. Tras el analisis de la bibliografia, los procesos biologicos en los que
participan y la significacion estadistica, las proteinas factor B del complemento,
lactotransferrina, Alfa 2-glicoproteina rica en leucina-2 y amiloide sérico Al, junto
a las proteinas receptor soluble de la cadena alfa de la interleucina 2 y receptor
soluble de los complejos haptoglobina-hemoglobina, fueron seleccionadas para
su validacion como posibles biomarcadores de sepsis.

6. Las proteinas amiloide sérico Al, receptor soluble de la cadena alfa de la
interleucina 2 y alfa 2-glicoproteina rica en leucina-2, presentaron excelentes
valores AUROC > 0,9 para el diagnostico de la sepsis. La lactotransferrina
presentd un valor AUROC moderadamente bueno (< 0,9). Su precision
diagnéstica podria aportar una contribucion significativa a la identificacion
temprana de la sepsis.

7. Con las 3 proteinas que presentaban los mejores valores de AUROC,
amiloide sérico Al, alfa 2-glicoproteina rica en leucina-2 y receptor soluble de la
cadena alfa de la interleucina 2, se identificaron a todos los pacientes sépticos y
ninguna de ellas fue positiva en los controles. Estas 3 proteinas podrian formar

junto a otros marcadores (clinicos, laboratorio) un panel diagnéstico de sepsis.
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D. Francisco Javier Santamearia Sandi Catala. Se trataron los siguientes temas:

[, Mikel Latorre Guisasola

[2. José Ignacio Pijoan Lubizarreta
[, Luis Villoldo Ortega

[ Manue] Zaballa [figuer

[, Adolfe Gonzalez Calles

D, Franciseo Javier Gonzdlez Miglgo

SE A
I¥. Amaya Martincz Galarza

V. TURA DE DOCUMENTACION RECIBIDA

a) Carta de la Dra. Astigarraga’S® Pediatria investigadora principal del estudio
“ldentificacidén de nuevos biomarcadores de inflamacién y activacidn
linfomonocitaria para desarrollar nuevas herramientas diagndsticas en lns Sepsis
Graves ¥ Sindromes Hemolagociticos. Estudio HEMOSEP” (Dra., Astigarraga) (5"
Pediatria) (cddigo CEIC E10/50) en la que da respuesta a las consideraciones del
CEIC segin Acta 810 y adjunta la Hoja de Informacion al paciente adulto v
Consentimiento Informado version 19 de Abril de 2011, la Hoja de Informacion al
adulto control ¥ Consentimiento Informado version 19 de Abril de 2011, la Hoja de
Informacidn al paciente menor y Consentimiento Informado version 19 de Abril de
2011, la Hoja de Informacion al menor control y Consentimiento [nformade version 19
de Abril de 2011, la Hoja de Informacian al padre/tutor del paciente menor v
Consentimiento Informado version 19 de Abril de 2011 v la Hoja de Informacidn al
padre/tutor del menor control v Consentimiento Informado versidn 19 de Abril de
2011, Tras su valoracion, este CEIC decide dar su APROBACION ETICA al estudio
aungue tiene que realizar la siguiente consideracion:

* dado gue algunos participantes son menores y no van a recibir ninglin
beneficio derivado de su participacién, la realizacidn del estudio debe ser
puesta en conocimiento del Ministerio Fiscal (Ley 1472007 de Investigacion
Biomédica)

Asimismo, se recuerda a la inw:qtig.adum gue deben informar al CEIC del desarrollo e
ineidencias del estudio durante gu realizacion, asi como de la finalizacion del mismo,
con la presentacion del Informe Final, Se informa a la investigadora.

Sin mds temas por tratar, se da por finalizada la reunidn a las § horas 45 minutas del dia sefialado al principio.

LA SECRETARIA , { Qe
[ wala
' . 2

'x_.
\/
_5.;_*\—— GURUTZETAKO OSPITALEA
- IOSPITAL DE CRUCES
i

(KERYUNTLE KLNMORAKD BATIORDE ETIRGS

Rl STICAGION CLINICA
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Anexo 2. Modelo del consentimiento informado para los pacientes con sepsis.

HOJA DE INFORMACION PADRES/TUTORES DE PACIENTE MENOR

TITULO DEL PROYECTO: SEPSIS GRAVES Y SINDROMES HEMOFAGOCITICOS: ESTUDIO
DE LAS ALTERACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE E INFLAMATORIA DE ACTIVACION
LINFO-MONOCITARIA PARA IDENTIFICAR NUEVOS BIOMARCADORES
DIAGNOSTICOS/APLICACION DE LA PROTEOMICA, ESTUDIOS CELULARES Y DE
CITOCINAS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS FACTORES INMUNOLOGICOS DEL
HUESPED IMPLICADOS EN EL FALLO MULTIORGANICO DE PACIENTES CON SEPSIS
GRAVES Y SINDROMES HEMOFAGOCITICOS

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dra ITZIAR ASTIGARRAGA AGUIRRE del HOSPITAL
UNIVERSITARIO CRUCES

HOSPITALES PARTICIPANTES: HOSPITAL UNIVERSITARIO CRUCES, HOSPITAL
UNIVERSITARIO BASURTO Y HOSPITAL UNIVERSITARIO DONOSTIA

ENTIDADES FINANCIADORAS: Programa Saiotek. Dpto. Industria, Innovacién, Comercio y
Turismo y Dpto. de Sanidad (Gobierno Vasco)

DURACION: Diciembre 2013-Diciembre 2016

DESCRIPCION GENERAL:

Tanto las sepsis graves como los sindromes hemofagociticos se caracterizan por una
inflamacion exagerada y un mal funcionamiento de la respuesta inmune (“nuestras defensas”),
que pueden originar una situacion grave con fallo en distintos érganos. Pensamos que analizar
las alteraciones sanguineas relacionadas con las “defensas” y la respuesta inflamatoria puede
ser importante para conseguir un diagndstico precoz y nuevos tratamientos que puedan frenar
estas graves complicaciones.

Considerando que la sospecha clinica es que su hijo/a presenta una infeccién grave o un fallo
organico debido a una reaccion inflamatoria excesiva, EL INVESTIGADOR CLINICO que le
informa..........coooviiiiii i, del HOSPITAL UNIVERSITARIO
....................... le invita a su hijo/a a participar en este proyecto de investigacion denominado
“Sepsis graves y sindromes hemofagociticos: estudio de las alteraciones de la respuesta inmune
e inflamatoria de activacion linfo-monocitaria para identificar nuevos biomarcadores
diagndsticos/Aplicacion de la protedmica, estudios celulares y de citocinas para la identificaciéon
de los factores inmunolégicos del huésped implicados en el fallo multiorganico de pacientes con
sepsis graves y sindromes hemofagociticos”, para lo que solicitamos su consentimiento. Este
estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de Euskadi (CEIC).

La participacion de su hijo/a es totalmente voluntaria. Antes de decidir si quiere que su hijo/a
participe o no, le rogamos lea detenidamente este documento que incluye la informacién sobre
este estudio. Queremos asegurarnos que comprende correctamente el objetivo, los
procedimientos del estudio, incluyendo los posibles riesgos y beneficios esperados y lo que
implica para su hijo/a la participacion en el mismo. Puede formular todas las preguntas que le
surjan y solicitar aclaracion sobre cualquier duda. Le rogamos no firme antes de tener la
seguridad de entender todos los aspectos y objetivos del estudio.

PROPOSITO DEL PROYECTO:

Este estudio se realiza gracias a una colaboracion entre la Universidad del Pais Vasco (UPV-
EHU) y la Fundacion Vasca para la Innovacion e Investigaciones Sanitarias (BIOEF). El proyecto
se desarrollard conjuntamente en la Facultad de Medicina y los hospitales de Cruces y de
Basurto. Todas las partes implicadas en este estudio tienen amplia experiencia en este tema.

Tanto las sepsis graves como los sindromes hemofagociticos son enfermedades en las que es
necesario descubrir nuevos métodos de diagnéstico rapido y de tratamiento. Para conseguirlo
es necesario profundizar en el conocimiento de la respuesta inmune e inflamatoria de los
pacientes y buscar su aplicacion clinica para descubrir herramientas que ayuden a evitar el
desarrollo de lesiones o secuelas en los 6rganos del cuerpo.

EXPLICACION DEL ESTUDIO:

El estudio consiste en analizar algunas proteinas y sustancias que circulan por la sangre, y que
podrian orientar a conocer si existe alguna alteraciéon de sus defensas y de la respuesta
inflamatoria. Los resultados analiticos y de proteémica podrian completarse con estudios
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gendémicos para descartar ciertas inmunodeficiencias conocidas. No se va a administrar ningiin
medicamento, ni se va a realizar ningln cambio en el tratamiento que necesita su hijo/a, de
manera que su participacion en este estudio no tiene ningun tipo de repercusion clinica directa
en su hijo/a. El estudio se va a centrar exclusivamente en analizar las muestras sanguineas.
Coincidiendo con los andlisis necesarios para la atencion de su hijo/a, se le extraera una muestra
adicional de sangre que se utilizara para la investigacion. Por la participacion en el estudio, su
hijo/a no presenta ningun riesgo adicional a la extraccion rutinaria de sangre y no recibira
contraprestacion econdémica de ningun tipo.

MUESTRAS A RECOGER

Para realizar este estudio, le proponemos la extracciéon de una muestra adicional cuya cantidad
dependera de su peso y edad (5 010 ml de sangre) y que sera utilizada con fines de investigacion.
La sangre sera procesara en el hospital y se depositara en el Biobanco. Posteriormente, una parte
se enviard a la Facultad de Medicina de la Universidad del Pais Vasco y las determinaciones se
realizaran en el Departamento de Biologia Celular.

BENEFICIO Y ATENCION MEDICA

Dado el caracter exploratorio de este proyecto de investigacion, su hijo/a no va a obtener ningin
beneficio directo derivado de su participacion en este estudio. En cualquier caso, los datos
recogidos en el mismo podran derivar en un mejor conocimiento de estas enfermedades y un
avance de la medicina en beneficio de la sociedad. Debe saber que la participacion de su hijo/a
en este estudio es completamente voluntaria y que puede decidir que su hijo/a no participe y
retirar el consentimiento en cualquier momento. Esta renuncia no alteraria la relacion con el
equipo médico que atiende a su hijo/a ni produciria ningin perjuicio en su tratamiento, recibiendo
todos los cuidados médicos necesarios.

TRATAMIENTO DE LOS DATOS Y CONFIDENCIALIDAD

Se solicita su consentimiento para la utilizacion de los datos y muestra de sangre de su hijo/a
para el desarrollo de este proyecto de investigacion. Tanto los datos personales (edad, sexo,
raza), como clinicos o la muestra para investigacion, se recogeran empleando un procedimiento
de codificacion. Soélo el investigador o médico responsable podra relacionar estos datos con los
de su hijo/a, siendo responsable de custodiar el documento de consentimiento. Sélo a él o ella
le corresponde garantizar el cumplimiento de su voluntad en relacion al uso de la muestra
biolégica que usted cede para investigacion.

La informacion sera procesada, pero en ningln caso serd posible identificar a su hijo/a,
asegurando en todo momento el cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre,
de Proteccion de Datos de Caracter Personal. De acuerdo a esta ley le informamos que los datos
de caracter personal recogidos en este estudio pasaran a formar parte de un fichero
automatizado, que reune las medidas de seguridad de nivel alto. Asimismo, los resultados de
esta investigacion podran publicarse en revistas cientificas o presentarse en sesiones clinicas,
pero siempre garantizando el completo anonimato. Se garantiza el respeto a la calidad de los
proyectos de investigaciéon biomédica y el respeto a la dignidad de las personas durante su
consecucién, en cumplimiento de la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacién
clinica, y la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién biomédica.

FINALIDAD DEL DEPOSITO DE SUS MUESTRAS EN EL BIOBANCO VASCO PARA LA
INVESTIGACION

Una vez que el estudio finalice el material biol6gico sobrante sera destruido, salvo que usted
autorice su utilizacién para otros estudios sobre enfermedades inmunolégicas y lineas de
investigacién de sepsis graves y sindromes hemofagociticos. A tal fin, se le ofrece, y Vd.
debera decidir si consiente o no, la opcion de donar la muestra excedente de su hijo/a al
Biobanco Vasco para la Investigacion, de la Fundacion Vasca de Innovacién e Investigacion
Sanitaria (BIOEF). Un biobanco es un centro de conservacion en condiciones adecuadas de
muestras, tejidos, ADN y otros derivados, que representan un valioso instrumento con destino a
la investigacién de enfermedades y que puede permitir la obtencién de conocimientos que sirvan
para el desarrollo de nuevas estrategias y terapias aplicables a pacientes. El Biobanco de BIOEF
esta constituido en nodos, dos de los cuales estan ubicados en el Hospital de Cruces y Basurto,
donde irdn sus muestras.
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La donacidn de muestras para investigacion es voluntaria y altruista. Su Gnico beneficio es el que
corresponde al avance de la medicina en beneficio de la sociedad. La muestra asi recogida no
podra ser objeto directo de actividades con animo de lucro. No obstante, la informacion generada
a partir de los estudios realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios comerciales
0 patentes. Con la firma de este consentimiento, Vd. autoriza al Biobanco Vasco para la
Investigacion, junto con el empleo de la muestra biolédgica, a utilizar los datos sobre salud o
condicidn fisica o psiquica de su hijo/a, cuando éstos puedan ser relevantes para los fines de la
investigacion.

Firmando el consentimiento, Vd. autoriza a que las muestras de su hijo/a asi conservadas se
puedan ceder para la realizacion de proyectos de investigacion relacionados con la adquisicion
de conocimiento de las enfermedades inmunolégicas. Se le garantiza que estos proyectos de
investigacion seran autorizados por un Comité de Etica de la Investigacion, y, la cesion de las
muestras cumplira las exigencias éticas y legales vigentes. En este caso, el Biobanco Unicamente
transferird a los investigadores la muestra y los datos clinicos relevantes asociados de manera
codificada. Ni los investigadores, ni el Biobanco en ningln caso tendran acceso a su identidad.

Si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar la relacion entre las muestras y su hijo/a, puede
optar por su conservacion anonimizada, es decir, de manera que no sea posible unirla en el
futuro a su identidad. De realizarlo asi se rompera irreversiblemente la posibilidad de relacionar
las muestras y los datos almacenados con los datos de identificacién personal de su hijo/a. Tanto
el Biobanco Vasco para la Investigacién, como el investigador al que en un futuro se puedan
ceder las muestras, son responsables del manejo de los Datos, conforme a las Leyes sefialadas
previamente sobre Proteccion de Datos de Caracter Personal, Autonomia del paciente y de
derechos y obligaciones en materia de informacién y documentacién clinica, y la Ley de
Investigacion biomédica.

La utilizacién de la muestra biolégica para una finalidad distinta a la expresada habra de
ser expresamente autorizada por Vd. en un nuevo documento de consentimiento, siempre y
cuando se le haya suministrado previamente la informacién que fuere necesaria.

ACCESO A LAS MUESTRAS Y/O LA INFORMACION

Usted tiene derecho a conocer los datos genéticos clinicamente relevantes que se obtengan a
partir del analisis futuro de las muestras de su hijo/a donadas, siempre que asi lo desee, lo solicite
y no hayan sido anonimizadas. Sin embargo, dado el caracter exploratorio de este estudio, no es
previsible que se obtengan datos genéticos relevantes. En cualquier caso, si lo fuera, la
informaciéon que se obtenga puede ser relevante también para sus familiares. Es decision
personal suya informar a dichos familiares, pero seria aconsejable con el fin de que, si ellos lo
desean, puedan ser estudiados y se valore su riesgo personal y familiar. Cuando la muestra se
integre en el Biobanco Vasco para la Investigacién, usted tendra a su disposicién toda la
informacidn relativa a la utilizacién de su muestra en proyectos de investigacién solicitandoselo
a su médico ITZIAR ASTIGARRAGA AGUIRRE. La muestra estara disponible si su hijo/a la
requiere por motivos de salud siempre que no se haya anonimizado.

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

En cualquier momento usted podra revocar el consentimiento ya otorgado para participar en el
Proyecto de Investigacion o en la utilizacion de las muestras obtenidas, sin necesidad de dar
explicaciones, sin que represente para su hijo/a ningan inconveniente y sin perder el derecho a
recibir la atencién médica necesaria. No se procedera a recoger nuevos datos ni muestras
después del abandono del estudio. Si usted decidiera retirar a su hijo/a o no desea que su hijo/a
participe en el estudio, la relacién con el médico de su hijo/a NO se vera alterada en modo alguno.
También puede solicitar la destruccién o la rotura definitiva del vinculo que une las muestras a
los datos de identificacion personal de su hijo/a, aunque los efectos de la revocacién no se
extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que se hayan llevado a cabo
previamente con las mismas.

Los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion puede ejercitarlos ante la Dra.
ITZIAR ASTIGARRAGA del servicio de PEDIATRIA del Hospital de CRUCES, responsable
clinico de la donacion de su muestra biolégica. Si necesita mas informacion o alguna aclaracion
no dude en dirigirse a la Dra. ITZIAR ASTIGARRAGA (teléfono: 94 6006357)
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CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION

Investigador/Responsable clinico: Dra. ITZIAR ASTIGARRAGA

TITULO DEL PROYECTO: SEPSIS GRAVES Y SINDROMES HEMOFAGOCITICOS: ESTUDIO
DE LAS ALTERACIONES DE LA RESPUESTA INMUNE E INFLAMATORIA DE ACTIVACION
LINFO-MONOCITARIA PARA IDENTIFICAR NUEVOS BIOMARCADORES
DIAGNOSTICOS/APLICACION DE LA PROTEOMICA, ESTUDIOS CELULARES Y DE
CITOCINAS PARA LA IDENTIFICACION DE LOS FACTORES INMUNOLOGICOS DEL
HUESPED IMPLICADOS EN EL FALLO MULTIORGANICO DE PACIENTES CON SEPSIS
GRAVES Y SINDROMES HEMOFAGOCITICOS

2 T PP

......... con DNI.......................... declaro bajo mi responsabilidad que he leido la Hoja de
Informacién para los padres/tutores, de la que se me ha entregado una copia. En el caso de que
mi hijo/a sea mayor de 12 afios, declaro haber leido también la hoja de informacién del paciente
mayor de 12 afios, entregdndome asimismo una copia. Me han explicado las caracteristicas y el
objetivo del estudio, asi como los posibles beneficios y riesgos que puedo esperar mi hijo/a, los
derechos que puedo ejercitar, y las previsiones sobre el tratamiento de datos y muestras. Se me
ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas, que han sido respondidas a mi entera
satisfaccion. Sé que se mantendré en secreto la identidad de mi hijo/a y que se identificaran las
muestras de mi hijo/a con un sistema de codificacion. Soy libre de revocar mi consentimiento en
cualquier momento y por cualquier motivo, sin tener que dar explicacién y sin que repercuta
negativamente sobre cualquier tratamiento médico presente o futuro.

Yo doy mi consentimiento para que se utilicen las muestras y los datos asociados de
mi hijo/a como parte de este proyecto de investigacién. Consiento en que mi hijo/a participe
voluntariamente en este proyecto de investigacién y renuncio a reclamar cualquier beneficio
econdmico por la participacion de mi hijo/a en el estudio.

Confirmo que conozco la posibilidad de recibir informacion relativa a la salud de mi hijo/a
derivada de los analisis protedmicos o genémicos que se realicen sobre mi muestra biol6gica
una vez finalizada la investigacion

Si quiero ser informado 0 NO quiero ser informado 0

Confirmo que conozco la posibilidad, al finalizar el proyecto de investigacion, de donar el
excedente de la muestra de mi hijo/a, si lo hubiera, para realizar otros estudios y decido:

Si quiero la destruccion de la muestra excedente [

NO quiero la destruccidn (depdsito en el Biobanco Vasco para la Investigacion O+ehun)

0
Fecha ................oei. Firma del paciente ............coccoiviiiiiiine e,
Fecha:.......c.cooeviinnnn Firma representante legal (si procede)....................
Nombre representante legal: Relacion con el paciente:

DECLARACION DEL INVESTIGADOR: Certifico que he explicado a la persona firmante la
naturaleza y propésitos del estudio, beneficios potenciales y posibles riesgos asociados con la
participacion de su hijo/a en el mismo y las condiciones de conservacion y seguridad que se
aplicaran a la muestra y a los datos conservados. He respondido a las preguntas que me han
sido formuladas y he sido testigo de la firma en la fecha indicada a continuaciéon. Me comprometo
a que tanto las muestras como los datos personales de las personas participantes en el estudio
seran protegidos e incluidos en un fichero con las medidas de seguridad y garantias que ampara
la Ley Organica de Proteccién de Datos de Caracter Personal 15/1999 de 13 de diciembre, segun
el cumplimiento de la Ley 14/2007 de Investigacién Biomédica.
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(Nombre del Investigador o la persona designada para proporcionar la informacion)

Fecha ..............ocool. Firma.........cooooeiiiennn.

Y0, e revoco el consentimiento prestado en la
fecha..........coooiii i, y declaro que, tras la informacién recibida, deseo que mi hijo/a
abandone el estudio

Fecha........ocovviiiii i

Firma ..o, Firma del Dr/Dra.......cc.cooveiiiiiiiiii e,

CONSENTIMIENTO PARA LA DONACION DE MUESTRAS AL BIOBANCO VASCO PARA LA
INVESTIGACION DE BIOEF

Responsable clinico: Dra. ITZIAR ASTIGARRAGA
Yo

Afirmo haber obtenido informacion adecuada sobre la posibilidad de transferir y almacenar la
muestra biolégica junto con la informacion clinica relacionada al Biobanco Vasco para la
Investigacion de la Fundacion BIOEF para su uso en otros estudios sobre enfermedades
inmunoldgicas y lineas de investigacion de sepsis graves y sindromes hemofagociticos. Ademas,
he obtenido informacién adecuada sobre la finalidad del proceso y conservacién, asi como sobre
la seguridad y garantia de cumplimiento de la legalidad vigente y de la posibilidad de ceder a
terceros las muestras para futuros proyectos de investigacion que cumplan con las exigencias
éticas y legales aplicables.

Me han informado que el Hospital Universitario de CRUCES/BASURTO/DONOSTIA puede
transferir las muestras y los datos de salud relevantes de mi hijo/a (excepto los que le identifiquen)
de las enfermedades inmunoldgicas al Biobanco Vasco para la Investigacion.

Yo Si quiero donar la muestra 0
Yo NO quiero donar la muestra 0

Me han informado que puedo donar la muestra y los datos clinicos sobre la salud asociados
de mi hijo/a de forma:

Que la muestra Si pueda ser relacionada con datos identificativos 0
Que la muestra NO pueda ser relacionada con datos identificativos 0

Me han advertido sobre la posibilidad de recibir informacion derivada de futuros analisis
genéticos que pudieran realizarse sobre la muestra biolégica de mi hijo/a (solo si la muestra Sl puede
ser relacionada con los datos de identificacion personal de mi hijo/a).

Yo Si solicito informacion 0

Yo NO quiero recibir informacién 0
Fecha ........ccoccciiininis Firma del paciente
Fecha:........ocoooevvinnnnn, Firma representante
legal/familiar............ccoooe i
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Anexo 3. Kit especifico para la deplecion de las 12 proteinas abundantes

INSTRUCTIONS Thermo

SCIENTIFIC
Pierce™ Top 12 Abundant Protein
Depletion Spin Columns

85164 85165 28070
Number Description
B5164 Pierce Top 12 Abundant Protein Depletion Spin Colummes, § colmmes, sach cohmmn contams
2% shary i 10mbd PRS, 0.150 MaCl, 0.02% sodinm aride, pH 7.4
B5165 Pierce Top 12 Abundant Protein om Spin Colmmers, 34 cohmnns, each cobmmn contains

(2% shary in 10mb PES, 0.15% MaCl 0.02% sodiom axide, pE 7.4

Storage: Upon receipt store af 4°C. Prodiact shippesd with an ice pack Do pot freers produoct

Introduction
The Thermo Scientific Pience Top 12 Anmdant Protein Depletion Spin Cohumes are used for single-step remonal of twehe
biph-abumdance protens fom 10wl of haman sevom or plasma The resin nses highly specific immobilimed antibodies for

protem remeval, providing mimmal nonspecific misractons with other proteins.

Plasnm proteome studies are lingited Ty the vast dynamic rangs (10 orders of magpinsds) of proten snmdanee. amy
proteins of pharmacewrical interest are present at kow concenirations in the plasma and are diffiolt fo defect i the

of high-atumdant proteins. The probeins lised in the @ble below constinge ~83% of all plaswa proeins. The Piarce Top 12
Anmdant Protein Depletion Spin Cobmmns remove = 95% of thess 12 hish-snmdant protemns from 10wl of senm or plasma
samples and enable the idenfificavon and quantstation of low-abundant progeins in sanples by mass specimomedry (M5)

Table 1. Lizt of the top 12 proteins removed by the Thermo Scientific Fierce Top
17 Abundant Protein Depletion Spin Colummes

2l-Arid Glycoprotein Fibrmogen
al-Antiirypsin
o2-iiacrogiobnulin
Altnmin
Apclipoprotein A-1
Apolipoproezin A-TT

E‘gwg

Important Product Information

= The depletion spin cohmmns contain a siomge sokobon vsed as a dilufion and binding bafer for direct processmg of 10ul.
of senmm or plasnm
Note: Mo other additions or solvent exchangss are required befiore protein depletion

« Earh daplefion spin colunm processes a merdmum af 10pL of buven senmm or plasme . T process larger serum sample
wolumes, wse mulfiple depletion spin colunms. For serum samples containms abmormalhy biph amenmts of allumn or
=i, the sample lead may need o be reduced

+ The depletion spin columns ars desizned fior single wse. Dio not reuss the resin.

= The depletion spin cohmmns are desiznad for use with uman senom or plasma samples and have not been tested on other
speries. Alimative boman biological fiuids (e g, cerebrospinal fhiid er amwiogic fhrid) may be used with this preduct,

nd iy requETe opHmizaton
Plea Bascckgy Pl o HT 1B 5 0T ey s cheile corvaar s
3747 H. Mardin Rasd Recida, L 11085 S B BT
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GCIFNTIFIC

Additional Materials Required

+ Mimocenirifiee capable of operating at 1000 = g
+ Il collection mbes

+  End-ower-end miger

Spin Column Procedure for Top 12 Protein Remowal

Nigte: The concentration of serum/plasma proeins can vary widely depending on the origin of the samgple Each E10uL of

antibody resin shary is optimized to process 10pL ($00E) of senm ar plasem. For best resulfs, optimize the mtio of sanple

to shury volume for each specific apphication

1. Equilibrate the depletion spin colunm to room temperabms,

Femove the cohmn sorew cap and add 10wl of samgle directly to the resin shary in the cohmm.

Cap the column and mmvert the: cohmm several tmes unti] the i is conpletely suspended in the sohsion.

Inrubare the mivhre in the colum with gentle end-over-end mixing fior 50 mimnes af room temperarare. Make sure the

sanple mixes with the resin during the incubation period. Altematively, wortes every 5 mimses.

Twist off the bottom closxe and loosen the cap. Place cohumn into a 2ml, collection tobe and centrifisee at 100 = g for

2 mirmtes.

6. Discard the columm containing the resin.

7. Filmate contains sanmple with the top 12 proteins removed. Use for fisther processing or store for later use. The depleted
sanmle will be in 10mM PBS, 0.15M Nall, 0.02% azids, oL 74

& Sanple processing will depend oo the type of downstream analysis and may require boffer exchanze and/or
conceniration for 20 gel elecirophoresis and M5 anatysiz. Use Therme Soeniific Pierce Protein Concentrasors for uffer
exchanzing andior concentration (5= Falated Thermo Scientific Products Section).

ol o

w

Troubleshooting
Problem Pozsible Camse Salution

Incooplete removal | Sample exceeds binding capacity Fadore amount of sample processed
of alinmin ar IgG

is not muived during Ml the sample with resin by pentle end-owver-end mindng
mﬁu mdmkemmztesmleum:gmﬂlﬂnmm
dharing, the mrubation period

Related Thermo Scientific Products

BRaTS FPierce Albumin Te(: Removal Kit

B5141 Fierce Top 1 Abundamt Protein Depletion Spin Columns, § cohmmns

5142 Fierce Top 1 Abmndamt Protein Depletion Spin Columns, 24 colomns

J1876 Fierce Normal Homan Serum

7748 FPierce Protein Concentrators, %5 MWCOO, Tml

13115 BCA Protein Assay Eit

54840 Fierce M5 Sample Prep Eit

General Reference

Andersos, ML and Asdesson, .G, (206031 The busstan i p Hisery, ek , ind Ssgretic: prospecss. Ml O F 184567,
Plecs Bmschncdogn PO o 1T A5 M0 e Sl TacHnilc conper s
34T W ardan Rosd Reddond, 1L 6H 108 UGA (AL BS-TXE fac
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Anexo 4. Modelo de ELISA para SAA

) Cloud-Clone Corp.

) Cloud-Clone Corp.

Mote:
use the within 1
For 3anam Amylold A (3AA) of the kit For 'the ki, piease refer . up
‘Organican Epeoles: Home sapfns (Human) e expiration date.
e [ SAMPLE COLLECTION AND STORAGE |
FOR IN VITRO AND REEEARCH LESE ONLY

NOT FOR USE IN CLINICAL DIAGNOSTIC PROCEDURES ‘Serumn - Use a sarum separstor iube and allow for owemight at
4°C before cenfifugation for 20 minuies af approwimately 1,000Xg Assay freshy prepared senum

12 Emon Immediately or siore sampies in aliquot at -20°C or -80°C for laker use. Avoid repeated freezeThaw Cycies.

[INTENDED USE |

The kE is 3 competsive Ihibiton erzme IMenoEs=y technigue for e In VT Guanttabve messuremert of
ZAAIn human serum, plasma, Essue homogenates, o=l fysales, cel culire supemaies and obher bickogical
L

[REAGENTS AND MATERIALS PROVIDED ]

Fsagents ‘Guantsly | Reagents ‘Guantity
Fre-coated, ready to use 35-weil stip plate | 1 Piiale: seier for 56 wels 4
Standsrd 2 Stancard Dluent 1E20mL
Deteclion Rieagent A 1E120uL | Assay Diuent A Te12mL
Detection Reagent B X120l | Assay Diuent 8 Te12mL
TWE Sutsirae 1xsmL Siop Saktion TEEmL
"Wash Buler (30 ¥ concentrate) 120mL | Instruction manuzi 1

[MATERIALS REQUIRED BUT NOT SUPPLIED |

. Micopise reader Wi 450 10nm Ser

1

2 Singeor wath an

3. Micocenirfuge Tebes.

4. Delonized or distled waiter.

E. Absorbentpaper for bicttng the micTopiate.

6. Container for Wash Sokon.

7. DOTmoiL for 1X) Phosphate Buffered Sains{PEE], pHT.0-7 2.

[ STORAGE OF THE KITS |

1 For “ shousd be fabeiz on viais. The: Standard, Deteation
Reagent &, Biand e shoud -20°C upon
e others should be at 4°C.

2. Foruced kit When the kitls used, nesd o

‘ondtion. Besides, penss retum e wnuzsd wells 10 the foil pouch contsining Be desiccant pack, and
Tgrseal the foil pouch.

1D W, Ferahurst e, Usie ZH0. Katy, T T304, US| 081-8132-51-0978 | wwn.claud--

Cloud-Clone Corp.

Piacma - Callect piasma usng EDTA or heparn s an anScoaguiant. Cenfrifuge samples for 15 minutes at

1.000%g & 2-5°C within 30 minuies npies In
aliquot at-2FC or -BI°C for later use. Aunid repeated freezeithaw cycies.

Tissue Wil vy

1 thorouphly and

2. Minced the Bssu aa I fresh ysis buffer joatmiog: ISO07, difierent iysis.
Iouser v = 120450, £ ImLiysis
Ibusfer s added In 20-S0mg Sssue sampis) Wi 3 glass homogentzer on ice (Micro Tissue Grinders woks,
0ol

2. The mzitng sspension an

4, Then, the homogenates were Cenirifuged for 5 minutes at 90,000¥g. Collect the supematant and assay
Immedately or allguot and store ot %-20°C.
Coll Lysatne - Ceis nesd i be
1. Adherent cefs shoud be washed by coid PBS pentty, and then detached with iryprsin, and coflecied by
ot 1.000%g for drecty).
2. Wash cels Sree times In ok PBS.
3. Resuspend ceds In fresh bysis bufier with concentration of 90 celsimL. If B s necessary, the cells coukd be

4. Cenfrfuge at 1.500%7 for 10 mirutes st 3-8°C i remous calluar debris. Azsay Immedstely or siquot snd

store ot %-20°C.

Call outhare atheer 20 mindtes o 1.000%g. Coledt
fthe supemant and assay Immediately or store samples in alquot 2 -20°C o -B0°C for later use. Avoid
Irepented freeze/thaw cycies.

Mote:

1. ‘Eamples i be usec wifin 5 days may be stored at 45C, othenwise sampies must be siored at 20°C {51
menth) or -S0°C:

2 Sample Influsnce the resut, specimen

4. Il highly recommended in use: serum Insiead of piasma for e defection based an quanify of cur in-house:
e,

30 W, Feraburss The, Ui T30, Katy, T TH04, US| 081-0023- 51078 wwm.clond-clens.os | malislsod-cleas.

[EEAGENT PREPARATION |

1. Erngal 18-25°C e
i one time, please only tke OLE sirps
and reagents in requind conditon.

2 afandard - Reconsiitse the Standard win 10wl of Standard Diiuent, kept for 10 minutes 2 mom
femperature, shake gerfiyint 1o foam). The concentaion of e standard in the siock soution &
40000ngimL. Pleass Srsty diute the stock soluon smndard the
highest standard | Then prepare 5 hibes 0.3mL. Standand Diuent and produce: 3

doubie diuion seres accomdng to the pichure shown beiow. Mix each fube horoughly befors the next
traresfer. Get up 5 points of dited shandard such as 90,000ngimL, 5 PO0ng#mL, 2 S00ngimi, 1.250ngm,
/E25nQ/mL. and the last EF tubes with Standant Diuent |5 the biank as ng/mL_

JoEL 0GA I0OM 3oL

Stack
Standand

nginl 420m 00 oo 280 1280 - ]

3. Detsotion Rsagent A and Detsotion Reagent B - Brsfly =pn o centriuge the stock Detection A and
Detecton B before wse. Diute Sem 1o Bie working concentration 1004bid win AsGay Diiuent A and B,
respectvety.

4. Wach Sohstion - ilute 20mL of Wash Solution
10 prepare BO0wL of Wash Soiution (1X).

5. TME cubstrate - Azpi
solufon Into the vl again.

with SBOmL of

sterized tps and do not dump e residusl

Mdaking seriail dRution In the weils drecty Is not permitied.

Frepare standard wfin 15 minutes = ety
and B are sticky sokufions, therefore. 5

Plamse carefully reconstfute Standards o working Dessction Reagent A and B according io S Instnuction,

nd el e cry o chsion caused

by PipeEng, use small Volames and ensare that pipetions are callbraled. 1t 15 recommended 10 SUCk Mo

tham 0pL for one pipetng.

The Detecton uced anly onos.

E. I crystals have formed In the Wash Soktion concentrate (30X), warm i Foom iemperature and mix gentty

niSl the: cry=tals. ane compietely dssoved.

Bowo e

m

| i closd-rheng 5

r‘“) Cloud-Clone Corp.

[SAMPLE PREPARATION |

1. We are only rEsponsbie for e kit It but not 10r the sampies consumed derng the assay. The user shousd
‘akcuiste the possibie amount of Bhe samples Userd In e whole est. Please reserve suSicent sampies I
advance.

2 Fiease predic the concentration befors assaying. H vakues for these are not within the mnge of S standard

3. Serumipizsma sampies require about 2 foid diution. A suggested 2-foid dikion ks 100 Sampie + 1005
PEE. Sample shoud be: disted by 00MMOlL FEEFH=T.0-7.2).

A e
mecessary.

E Evracton
10 e Impacts from certsin chemicals.

6. Dur 1D the possibilty of mismaiching betwezn antigen from oiher angin and anibody used In our ks (e,
anfibody tagets conformational epliope rather than incar epdiope], Some nafive o recombinant prodeins.
trom cther products.

7. Infuenced iy the factors Including ceil vistaRy, c=1 mumber or samping time, sampies. fom cef Culture
supematant may not be- detected by e k.

B. Fresh sampies Witwout long time stomge |= recommended for the test. Otheraise, protein degraction and

ity of e Kit bz

[ASSAY PROCEDURE ]

1. Determine weils for diuted stancand, biank and sampée. Prepare 5 weds for standard ponts, 1 well fr biank.
Ackti SOy each of diutions of standard (read Reagent Freparation), bank and sampies i the appropriste
welks, respectivesy. And fhen add SDUL. of Detection Reagent A 1o each weil Immediately. Shake fe pate
gentty shaker Ciover Wi 3 Plabe sealer. InCubate for 1 hour at 37°C.
Detecton Reagent A may appear Coudy. Warm o mom iemperature and mix genty LRS! sokiSon appears
wnitom.

2 Aspirmiz e solfion and wash wih 3506 of 1X Wash Schtion tn each well using 3 squit bote,

or 12 minuée=s. Remove the remaining
quid from il wels compistely by Snapping the piste onto absorhent paper. Repeat 3 tmes. After the (ast
wash, rEMovE any TEmANNG Wash Buffer by aspimiing o dECaNtng. ITvert the piate and bict It agaist
‘abs0ment paper.

3. Add 900 of Detection Reagent B working Soiution 1o each weil Incubate for 30 minutes at 37°C after
‘Covering & we the Fiate sesier.

4. Repeat the aspiration/wash process for total § Bmes 25 conducted In sep 2.

E. /Aud S0pL of Substrate Echrion ko each wed. Cover with a new Fiate semer. Incubiaie for 10 - 20 minutes at
I7°C {Don't excesd 30 minuies). Protect from gt The lguid wil fum biue by the addion of Subsimiz
Seiusan.

6. Add SOuL of Stop Soiution b each well. The liguid wil tum yesiow by the additon of Stop soluton. Mix the
fquid by tapping e side of T plate. I color not appear unform, genlly
thomegh ming.

2141 W, Ferahurst e, U
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¢ Cloud-Clone Corp.

7.

drop of water L
suriace of the Bouid. Then,

‘the piate and confirm there 5. Ao bubibie on Se

z

‘Accay preparation: Keep appmpriste numbers of weds for sach experiment and remove e wels from
micropiate arc.

23 Cloud-Clone Corp,

[IYPICAL DATA ]

In order 1o make the Caiculation easier, we pot e C.0. value Of Be standand (-axls) against Be g of
conceniration of the standard (¥-axis), aifwough concentration 12 the Independent wariable and C.0. vaiue ks the
dependent variable. The O.D. values of the standrd Curve may vary acroniing 1o he CondiSons. of assay

Samgpies or ragents addiion. Flsaca ucs the frechiy propared Standan. Fease
o wets and mix genty o avoid foaming. Do ot iouch e well wal. For £ach sten In the procedune, okl
‘dspenzing tme- for addition assay piate nat sxnesd 10 minuise. This
will ensure equal eiapsed Bime for each pipetting sten, wihout intemupson. Dupiication of &l sandards and
specimens, aiffcugh not required, = To avoid change pipeme tps
Ibetween additons of siondars, sampies. Aso, for

Inoubation: To ensure accurme resuls, proper adhesion of Pl sediers dung cubabion Sieps
mecessary. Do not alow weils 0 3% uncovered for exiended perinds betwesn nCubation steps. Once
ireagenis are added io Be well sirips, DO NOT iet the sinps DRY ot any time during the assay. Incubation
e and termperahure: must be controlled.

Waching: The wash procedurs s oitical. Compiets memonal of Igusd at each sep 15 essental for good
performance: After e last wash, remove any rEmaining Wash Soluion by aspinfing or decantng and
[remave any drap of water and Sngerrint on the Hofom of e piate. INSUCient washing wil resut I poor

‘Conirolling of ressiion fims: Observe the change of coior aer adding THE Subctrabs (2., chearaton
‘nce every 9 minuies), If e color is 100 deep, add 340p Solulion in advance ty avoid Excessively Siong

2.0 Opermr, HpeEng Iechnique, washing fechrique Or tempersture. eferts). Typical stndant
curve bedow s provided for reference ondy.

5
4 -
3
z

Log. of concentrat

0 L L i Il
] 0.8 15 2

F
Optical Density

Typloal Standard Curve for 844, Human ELIZA.
[DETECTION RANGE ]

£ TME Subcirain Iz E25-10,000npimL. The standand curve Concentrations used for e ELISAS were 10,000ngimL, 5.000ngImL,
7. The ervionment humidity which Is iess than 6% might have some efiects on the final performance, 2,500ngimL, 1,2 50ngimL, E25ngimL.
themedore. o

[ SENSITIVITY |
[w] The minimum detectshie dose of EAA Is typically less than 25 img'miL.

This assay empioys the e techmique. A monocional antbody spectfic The seresitvity of this assay, or Lower Limit of Detection (LLD) was defined as the lowest proisin concentration
D SAA has been pre-costed onio 3 micopéate. A competfive inhibiton reaction i lsunched betwesn biotin that could be differentaied fom zero. & was determined by Subiracting two standand deviations fo the mean
labeled SAA and uniabeied SAA (Etandartds or sampies) with the pre-coated antbody spectic to SAA. After ty and
mmmmumﬂmmcmmmmlw}n [SI‘ECIFICITY]

ohe
concentration of SAA In the sampie. After addition of the Subsimie solution, fhe iniensky of color developed ks This assay has high sensifvity and excedient specticly for detection of SAA.
reverse proportional ko the conceniraion of SAA In e sampie. o
Moke:
[CALCULATION OF RESULTS ]| Limied by . 2 xr ty
This assay empioys T competiive: fechnique, 5o there &5 SAA and al the ansiogues, Shensfore, Cross reaction may sl exst
betwesn SAA conCentration In the and the Intensity.
=mpie assay sgnal =ity [RECOVERY ]

Awerage the dupiicate readings for each standard, confrol, and sampies. Create & siandard curve on log-og or -

with the log of SAA the yais. on the y-axis. Drvw the Matrices of SAAand e
— _— anatysis, Using some piot the meazured vaiue in the axpecied amount of SAA R sampies.

‘scftware, for Instance, 130,k E
rend from the ssandard curve must be mitpded by the diution facor.

e, the

211 W, Ferahurs D, U
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¢ Cloud-Clone Corp. ¢ Cloud-Clone Corp.
Matrix Recovery range (%] Average%] [ IMPORTANT NOTE ]
semmin-5} e g 1. Umied by the curent conditions and sclentfic i=chnologly, we cant compietely conduct the comprehenshe:
EDTApbzmain-5) TEs el identfication and analysis: on the W el and
2 8 ‘echnical risks 1o wse e Kt
[um[ll] 2 v il 1o valdty of o the
The Inearity of the ki was assayed by tesing sampies spited Wi appropriate concentration of SAA and heir 1 bea n and roior e
- per exper s cironic ones from
Sampie. 2 LI 18 118 ar webste i oniy for reference.
serumin=5} S-10T% BE-103% BT-ITR B3-96% 4 Use onfy
EDTA plasmaime=5) B5-Sd4% B1-9e% S3-I4% THI2% 5 Incubation. ‘Caps of reagents should be:
heparin plasmaine5) B0-50% B5-106% TR BO-99% ‘covensd tightty o prevent the and o . TME Substrate shoud
IM] 6. There may be some foggy substance in the wels when the piate is opened af the first time. it wil not have
Intrz-assay Precision (Frecision within an assay): 0 2y eect on the Anal x resded.
times on one plate, respectvery. 7. daring as wed setting for e
Inter-aszay Frecisicn (Frecsion 3 vl EAA were tested o piste rescier may (=5 o noomect resuts. A micpiate resder Wi 3 bandwidth of 10nm or ez and an
3dfferent plates, & replicaes 1 each piate. opScsl densey range of 03 CD. at 450 & 10nm wavelsngth b screptkie for use n absorhance
CVIK) - SDVmeanX 100 ucton 0 the experment.
Inim-Assay: CU<I0% B, Vriaon In sampie preEparation and sach Siep of Experimental operation may Cause diferent rEsuls. in order
Inter-Aszay CV=<12% 10 get befSer reprocucibie: resLits, the oparation of each ste In he assay shoud be contnolied.
[STABILITY ] 5. Each kit has been strictly passed G.C test However, msuts fom end users might be Inconsistent wit our
Irhouse data due o some unepecisd fransportation condbions or dferent lab egquipments. Inrx-assay
The sisbillly of ELIEA it Is delermined by e loss mie of activity. The lozs rake of fis k Is less than 5% wisin 2 trom o,
SHEEE 3 0. Kis from different manufacturers with the same Bem might produce difierent resulfs, since we hawven't
To minkwize evim Infleence on the perbreance, cperation procedures and lab condtions, especaly mom
ar umidty, 1. The standard of the e as
R dffer=ri fragments, evpression systems, perification methods might be used In recombinant profein
[ASSAY PROCEDURE SUMMARY | [DPERArISON, We C3N Not QUAFINiss B KR could detart necombinant profein from other companiss. So, B is
1. Prepare all reagents, sampies and standards; e e Kt for -
i s 12. Fiease predict samples, or ry exper (11
good way g the

And Ehen add SOl prepared Detecion Reagent A Immediaiety.
‘Shate and mix. Incubate | howr ot 379C;
3, Aspirale and wash 3 mes;

ut.
13. The kit might nat e sulishis for detection of samples: from some special experiment, for Instance, knock-out
eNpenments, du o their Lcerinty of sSectveness.

4. A0t 1000 Incubate: 7
e o 44, The insiruction marnal 15 alzo for the ki of 45T, but al reagenis of 48T Kt are reduced by Falt

6. Add 90yl Bubstrate Sokution. Incubate 10-20 minutes 2 37°C; [PRECAUTION |

7. Ak S0u E20p Solution. Read at 450 nm immextately. Mtis \émar sy hand, face, and Cothing protscion

when using this material,

1D W, Ferahurst The, Usie ZH0. Knty, T TH0L, US| 591-B02-S15-0978 | wwm.clond-clons,as | maliaslsud-cheas o

E160 W, Ferahurss T, Usie 2500, Katy, TS 77494, USA | 01

Frobkem | Possible Soume Aation

Poor woe Erey e dhon

Standard mpicie

Curve InscTnE Fptrg o pipetes
Incorpicie mershing ol wels Ereare

Poor I qsse rcrg = ard

Fracision s, osiver b seslens Change and use N pipste 1, Coaness o seshes
Imsccrnie Py on plpsges
Inesie st rengent woiures added o wels Callbrri pipetic= and Add eelequsie renpens
Incomect InCubation tmes Sreare sfcert Iscabaton res

$ =g e =T

— Corfegeiz or ssbeiraie seogent el M confugeiz: & subsimir, coior should develop mmedisicly
Ko siop skt skdsd et e
Read ne Fesd wihin e me tre manl
Irpges Sample Sirge Zhores the maTyie ppery nd e e fresk ST

P | g gt cobectio o preprveion Teb CeOper AT i AR preparms o metcd

bl T L mew emzy
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