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DESCRIPCION
Procedimiento para ensayar la septicemia en seres humanos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de prediccion y/o diagnostico de una infeccidn sistémica en un
ser humano, en particular para la prediccién del desarrollo de septicemia, basado en el nivel de litostatina/proteina
regeneradora (pancreatic stone protein / regenerating protein (PSP/reg)) en fluidos corporales, y a un kit de ensayo.

Antecedentes de la invencién

Las respuestas sistémicas ante traumatismos graves incluyen varios parametros que afectan a la inmunidad innata,
reacciones inflamatorias y actividades celulares. Las pacientes con traumatismos graves pueden tener una
resolucion benigna sin infeccion, mientras que otros padecen infecciones o septicemias. La septicemia esta
asociada con un fallo organico mdltiple y una elevada mortalidad. Entre los marcadores usados mas habitualmente
para el diagnéstico de la septicemia estan los recuentos leucocitarios, la proteina C reactiva y la procalcitonina. Las
ultimas son dos proteinas altamente inducidas tras un traumatismo, aun sin ninguna funcién conocida. Ademas, se
emplean citocinas tales como IL-6, IL-8 e IL-18 para monitorizar pacientes. Sin embargo, ninguno de los marcadores
mencionados anteriormente sirve como indicador predictivo de infecciones, incluyendo septicemia, por lo que el
tratamiento puede rezagarse con respecto al comienzo de la septicemia.

En experimentos piloto con animales se ha demostrado que se induce una proteina pancreatica debido al estrés de
manipulacion, incluso en ausencia de lesion en el tejido pancreatico (R. Graf y col., J Surg Res 2002, 195: 136-144).
Esta proteina, la litostatina/proteina regeneradora (PSP/reg), pertenece a una familia de proteinas de union a lectina.
En condiciones de pancreatitis aguda o crénica, esta muy regulada por incremento y puede aparecer en suero. Dado
que la regulacion de esta proteina no esta puramente restringida a la secrecién inducida por la dieta como otros
cimégenos, puede aparecer elevada en otras dolencias, por ejemplo, durante la pancreatitis. Hasta ahora, la
proteina se ha estudiado predominantemente en el pancreas. También se sintetiza en las células de Paneth del
intestino delgado y en las células fundicas del estbmago. La funcién de la PSP/reg aun es muy debatida, pero
generalmente se asume que esta implicada en promover la proliferacion celular durante procesos regenerativos (Y.
Kinoshita y col., J, Gastroenterot 2004, 39: 507-513).

Se han realizado numerosos esfuerzos para establecer la PSP/reg como un marcador de enfermedad. Hasta ahora,
no ha sido posible establecer una correlacion entre los valores séricos y una entidad patolégica especifica, dado que
los niveles séricos estan elevados en diversas enfermedades gastrointestinales (Y. Satomura y col., J Gastroenterol
1995, 30: 643-650).

Resumen de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento de prediccion y/o diagndstico de una infeccion sistémica en
seres humanos, en particular para la predicciéon del desarrollo de septicemia, en el que se determina el nivel de
litostatina/proteina regeneradora (PSP/reg) en una muestra de fluidos corporales, y un nivel alto es indicativo del
desarrollo de septicemia en etapas tempranas la enfermedad. Ademas, la presente invencién se refiere a un
procedimiento de determinacion de los niveles de PSP/reg en fluidos corporales, y a un kit de partes para dicho
procedimiento.

Breve descripcion de las Figuras

Figura 1: determinacién de los valores de la proteina C reactiva (C-reactive protein, CRP) en el suero de pacientes
tras la admisién en el hospital con un traumatismo grave.

Los pacientes se categorizaron retrospectivamente: sin infeccion (recuadros blancos, n = 14), pacientes con
infeccion (recuadros rayados, n = 22), pacientes con septicemia (recuadros negros, n = 27). Los valores de la CRP
(log1o ng/mL) de los tres grupos estan representados como diagramas en recuadros con la media y el intervalo de
confianza al 95%. d = dias después del traumatismo. El analisis estadistico se realizé usando un analisis
multivariado; p = significacion, * = valores de p para septicemia frente a ninguna infeccion.

Figura 2: determinacién de los valores de IL-6 en el suero de pacientes tras la admision en el hospital con un
traumatismo grave.
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Categorizacion de pacientes y presentacion de los valores de IL-6 (log1o pg/mL) en un diagrama de recuadros como
para los valores de CRP de la Figura 1.

Figura 3: determinacién de procalcitonina (PCT) en el suero de pacientes tras la admisién en el hospital con un
traumatismo grave.

Categorizacion de pacientes y presentacion de los valores de PCT (log1o ng/mL) en un diagrama en recuadros como
para los valores de CRP de la Figura 1.

Figura 4: determinacion de litostatina/proteina regeneradora (PSP)
Perfil temporal de PSP/reg tras un traumatismo en el dia 0. Todos los valores se combinaron para cada punto
temporal. C (= control) indica el valor para sujetos sanos. d = dias después del traumatismo.

Figura 5: determinacion de los valores de PSP/reg en el suero de pacientes tras la admisién en el hospital con un
traumatismo grave.

Figura 5A: categorizacion de pacientes y media de los recuadros blancos, rayados y negros como para los valores
de CRP de la Figura 1. Los valores de PSP/reg (ng/mL) de los tres grupos estan representados como la media *
SEM. d = dias después del traumatismo

Figura 5B: categorizacion de pacientes y presentacion de los valores de PSP/reg (ng/mL) en un diagrama en
recuadros como para los valores de CRP de la Figura 1. p = significacion, * = valores de p para septicemia frente a
ninguna infeccion.

Descripcién detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento de prediccion y/o diagndstico de una infeccion sistémica en
seres humanos, en particular para la predicciéon del desarrollo de septicemia, en el que se determina el nivel de
litostatina/proteina regeneradora (PSP/reg) en una muestra de fluidos corporales, por ejemplo, suero, y un nivel alto
es indicativo del desarrollo de septicemia en etapas tempranas la enfermedad.

Otros fluidos corporales distintos al suero, utiles para la determinacion de los niveles de PSP/reg son, por ejemplo,
sangre completa, orina, esputo, liquido cefalorraquideo, fluido lagrimal, sudor, leche o extractos de tejidos solidos o
de materia fecal.

El nivel de PSP/reg indicativo del desarrollo de septicemia postraumatica depende del fluido corporal elegido para la
determinacion. Para el suero sanguineo, este nivel es de 60 a 80 ng/ml en los dias 3, 4 6 5. Por lo tanto, mas
especificamente, la invencidon se refiere a un procedimiento de prediccion y/o diagnéstico del desarrollo de
septicemia, en el que se determina el nivel de litostatina/proteina regeneradora (PSP/reg) en suero, y un nivel de 60
ng/ml o mas, en particular un nivel de 80 ng/ml o mas, en los dias 3, 4 6 5 es indicativo del desarrollo de septicemia.

Puede usarse cualquier procedimiento conocido para la determinacion del nivel de PSP/reg en fluidos corporales.
Algunos procedimientos considerados son, por ejemplo, ELISA, RIA, EIA, espectrometria de masas o analisis por
micromatriz. Dichos procedimientos, cuando se usan para el diagndstico de una infeccién sistémica, por ejemplo,
septicemia, son un objeto adicional de la invencion.

Un procedimiento preferido para la determinacion de PSP/reg en fluidos corporales humanos, por ejemplo, suero, es
un ELISA. En una forma de realizacion de la invencion, el ELISA de PSP/reg consiste en una matriz en sandwich: se
recubre una placa de microtitulacion convencional con un tipo de anticuerpo ("primer" anticuerpo), por ejemplo, un
anticuerpo policlonal de cobaya, dirigido contra la PSP/reg. Entonces las placas se bloquean y se carga la muestra o
el estandar. Después de la incubacion se aplica un tipo diferente de anticuerpo ("segundo” anticuerpo) contra la
PSP/reg, por ejemplo, un anticuerpo policlonal de conejo. Entonces se afiade un tercer anticuerpo que detecta el tipo
particular del "segundo" anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo anti-conejo, conjugado con un marcador adecuado,
por ejemplo, una enzima para su deteccion cromogénica. Finalmente la placa se desarrolla con un sustrato para el
marcador, con objeto de detectar y cuantificar el marcador, siendo una medida de la presencia y la cantidad de
PSP/reg. Si el marcador es una enzima para su deteccién cromogénica, el sustrato es un sustrato generador de
color de la enzima conjugada. Entonces se detecta el color de la reaccion en un lector de microplacas y se compara
con los estandares.

Los pares de anticuerpos adecuados ("primer" y "segundo” anticuerpo) son cualquier combinacion de cobaya, rata,

ratén, conejo, cabra, gallina, burro o caballo. Se prefieren los anticuerpos policlonales, pero también es posible usar
anticuerpos monoclonales o fragmentos de anticuerpos. Los marcadores adecuados son marcadores cromogénicos,
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es decir, enzimas que pueden usarse para convertir un sustrato en un compuesto coloreado o fluorescente
detectable, marcadores espectroscépicos, por ejemplo, marcadores fluorescentes o marcadores que presentan un
color visible, marcadores de afinidad que pueden desarrollarse mediante un compuesto especifico para el marcador
y que permiten una facil deteccion y cuantificacion, o cualquier otro marcador usado en un ELISA estandar.

Otros procedimientos preferidos para la deteccion de la PSP/reg son radioinmunoensayo o inmunoensayo
competitivo usando un unico anticuerpo y una deteccion por quimioluminiscencia en robots analiticos automatizados
comerciales. También puede usarse fluorescencia de microparticulas mejorada, metodologias de fluorescencia
polarizada o espectrometria de masas. Los dispositivos de deteccion, por ejemplo, micromatrices, son componentes
Utiles como sistemas de lectura para la PSP/reg.

Un kit de partes para la determinaciéon de la PSP/reg para el diagnostico/prediccion de infecciones sistémicas
comprende, por ejemplo, aparatos, reactivos y disoluciones estandar de PSP/reg. Los aparatos considerados son,
por ejemplo, placas de microtitulacion para ELISA, placas de ELISA prerrecubiertas y cubreplacas. Los reactivos son
aquellos reactivos particularmente desarrollados y disefiados para la deteccion de PSP/reg. Las disoluciones
estandar de PSP/reg contienen preferiblemente PSP/reg sintetizada segun las instrucciones dadas a continuacion.
El kit de partes puede contener adicionalmente elementos tales como pipetas, disoluciones tales como tampones,
disoluciones de bloqueo y similares, filtros, tablas de colores e instrucciones de uso.

La PSP/reg es una proteina que se expresa en el pancreas y en el intestino. Puede clonarse a partir de ARNm
pancreatico y subclonarse en un vector de expresion de levadura. La proteina puede ser entonces expresada bajo el
control de la ADH. Un medio de expresion adecuado puede comprender metanol para inducir y mantener la
secrecion de la PSP/reg. La PSP/reg se purifica preferiblemente usando SP-Sefarosa-celulosa mediante un
gradiente salino y de pH. Dicha PSP/reg purificada se usa para preparar disoluciones estandar para su comparacion
con los niveles de PSP/reg en fluidos corporales. Los anticuerpos policlonales contra la proteina pueden obtenerse a
partir de ratones, ratas, conejos, cabras, gallinas, burros, caballos y cobayas u otros animales adecuados usando
procedimientos estandar.

La razén del incremento de la PSP/reg en el suero sanguineo durante las etapas tempranas del desarrollo de
septicemia no es totalmente clara. En experimentos piloto con ratas, se observé un incremento en la sintesis de
PSP/reg en ausencia de lesiones pancreaticas, y habia pruebas de que lesiones traumaticas significativas en otros
organos dan lugar a un incremento en los niveles sanguineos de PSP/reg. Para estudios adicionales se eligio un
conjunto de pacientes humanos con traumatismos graves pero una aparente ausencia de lesiones pancreaticas
(véanse los Ejemplos). La aparicion de PSP/reg en suero sanguineo implicaria una via alterada, desviando la
proteina desde el liquido pancreatico hacia la sangre. También se ha demostrado que miembros de la familia de
union a lectina (por ejemplo, la proteina asociada a pancreatitis) son inducibles mediante citocinas. Hay una accion
fuerte y conjunta de las citocinas tras un traumatismo. La complejidad de la respuesta de la citocina, cuando se
libera en muchas direcciones diferentes, no se comprende. Por lo tanto, es probable que la PSP/reg reaccione ante
las citocinas que se han liberado en condiciones de estrés sistémico o traumatismo. Por el contrario, otras enzimas
pancreaticas, por ejemplo, amilasa y lipasa, no parecen estar reguladas por las citocinas, siendo su apariciéon en
sangre Unicamente el resultado de un desvio. Ahora se ha demostrado que el nivel de PSP/reg en suero sanguineo
es un indicador fiable de septicemia. El incremento de la PSP/reg en la sangre podria implicar una respuesta
especifica al estrés.

Se ha demostrado que, al contrario que otros indicadores de la inflamacion, el nivel de PSP/reg esta muy aumentado
en pacientes durante o antes de que sean apreciables los signos clinicos de septicemia. La deteccion y la
cuantificacion de la PSP/reg sérica se consigue mediante, por ejemplo, un ELISA en sandwich con un limite
deteccion de menos de 100 pg/ml. Los valores séricos normales estan entre 5 y 15 ng/ml. Los pacientes con un
traumatismo grave desarrollan septicemia entre el dia 7 y 10 después del accidente causante del traumatismo. Los
valores séricos se correlacionan con la gravedad de la septicemia. Pueden superar los 200 ng/ml. Antes de que
aparezcan los signos clinicos de septicemia, los valores PSP/reg comienzan a aumentar en el dia 3 hasta el dia 5, y
alcanzan valores por encima de 60-80 ng/ml. Estos valores permiten predecir si un paciente desarrollara septicemia,
y por lo tanto, la necesidad de un tratamiento intensivo, incluyendo un costoso tratamiento antibiético y una estancia
en la unidad de cuidados intensivos. En comparacion con los ensayos diagnoésticos disponibles comercialmente, el
ELISA de PSP/reg es significativamente mejor para monitorizar posibles pacientes sépticos.

Ejemplos

Aislamiento y subclonacion de PSP/reg
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Con objeto de obtener ADNc para la produccion de los anticuerpos especificos de PSP/reg, se prepara dicho ADNc
mediante transcripcion inversa del ARNm pancreatico usando procedimientos de laboratorio del estado de la técnica.
Se realiza una reaccién de PCR usando cebadores especificos para la secuencia codificante del ADNc de la
PSP/reg. Entonces se repite la reaccion de PCR con el cebador de alargamiento para afadir una secuencia
especifica para la insercién en el vector de transfeccion Pichia pastoris. El cebador esta disefiado para fusionar la
region codificante del péptido de sefializacion del factor de apareamiento alfa con un sitio KEX2 y la region
codificante de la PSP/reg humana madura. La subclonacién en el vector Pichia pastoris es un procedimiento en dos
etapas. En primer lugar se liga el producto de la PCR en el vector pCR2.1 (Invitrogen, TAcloning) y se verifica la
secuencia. Entonces se escinde el producto de la PCR mediante una digestion de restriccion con Xhol/Notl y se liga
en el vector de transferencia pPIC9 (Invitrogen). Se transforma la cepa de Pichia pastoris KM71 (Invitrogen), y se
selecciona el clon mas productivo para la expansion y produccién de la proteina recombinante.

Cebadores usados para la amplificacién y subclonacién por PCR

PSP/reg/reg1 alfa humana

Cebadores directos

5' GAAAAGACAAGAGGCCCAGACAGAGTT 3' (ID. SEC. N°: 1)

5' GTATCTCTCGAGAAAAGACAAGAGGCCCAGA 3' (alargamiento) (ID. SEC. N°: 2)
Inverso

5' CTAGTTTTTGAACTTGCATAC 3' (ID. SEC. N°: 3)

PSP/reg/reg1 beta humana

Cebadores directos

5' GAAAAGACAGGAGTCCCAGACAGAGCTG 3' (ID. SEC. N°: 4)

S' GTATCTCTCGAGAAAAGACAGGABTCCCASAC 3* (alargamiento) (ID. SEC. N°: 5)
Cebador Inverso

5' ATCTGCAGTCTAGAATTCTGCAGGACCAGTTCTAGAC 3' (ID. SEC. N°: 6)

Expresion de la proteina a gran escala

Usando una unica colonia se inoculan 25 ml de BMG (glicerol minimo tamponado (buffered minimal glycerol), fosfato
potasico 100 mM a pH 6,0, 1,34% de base nitrogenada de levadura, 4x10°% de biotina, 1% de glicerol) en un
matraz con placa deflectora de 250 ml y se hace crecer a 29°C en un estufa de incubacion con agitacion (300 rpm)
hasta el dia siguiente. Se usan 10 ml de este cultivo para inocular 1 litro de BMG en un matraz con placa deflectora
de 3 litros y se hace crecer a 29°C (300 rpm) hasta el dia siguiente. Las células se recogen mediante centrifugacion
a 1.500-3.000 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente. La expresion se induce resuspendiendo las células en
1/5 de volumen (200 ml) de BMM (metanol minimo tamponado (buffered minimum methanol), BMG en el que el
glicerol es sustituido por un 0,5% de metanol) en el mismo matraz con placa deflectora. Se afiade un 100% de
metanol para conseguir la concentracion del 0,5% (1 ml) cada 24 h hasta que se alcanza el tiempo de induccién
optimo. Las células se recogen mediante centrifugacion a 1.500-3.000 x g a temperatura ambiente. El medio
sobrenadante se recoge y se congela hasta la purificacion del péptido.

El polipéptido se purifica a partir de los sobrenadantes del medio. Los sobrenadantes del medio se diluyen 1:3 con
agua destilada. El pH se ajusta a pH 3,5 con HCI. Entonces el sobrenadante del medio se aplica a una columna de
SP-Sefarosa y se eluye mediante un gradiente salino y de pH (LiCl 10 mM, MES 50 mM, tampon de inicio a pH 5,3,
LiCl 2 M, MES 50 mM, tampon de finalizacion a pH 6,3). Las fracciones se recogen y se analizan mediante
electroforesis SDS-gel. Se combinan las fracciones con el contenido mayor y mas puro de proteina y se dializan
frente a HEPES 10 mM a pH 7,5. La secuencia del polipéptido se verifica mediante secuenciacion N-terminal y la
concentracion se calcula mediante el analisis de aminoacidos.

ELISA de PSP/reg

Con objeto de determinar la PSP/reg total, puede usarse un ELISA en sandwich sobre la base de un antisuero de
cobaya dirigido contra la PSP/reg humana recombinante y un antisuero de conejo contra la misma proteina. Para
mejorar la especificidad y la sensibilidad del anticuerpo de conejo, se purifican IgGs mediante absorcién en una
columna de perlas de proteina A (HiTrap®, Pharmacia): se equilibra una columna HiTrap® con 200 mM
NaH;PO4/Na;HPO,4 a pH 7. Se ajusta el pH del antisuero de conejo con la misma disolucion tampén (concentracion
final de 20 mM) y después se carga en la columna, que a continuacion se lava consecutivamente con Tris/HCI 100
mM y 10 mM a pH 8. La fraccion de IgG se eluye con acido citrico 0,1 M a pH 3. Las fracciones eluidas se
neutralizan inmediatamente con Tris/HCI 1 M a pH 8,9.
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Se recubren placas del microtitulacion de 96 pocillos (placas Costar EIA, de fondo redondo y alta unién) hasta el dia
siguiente a 4°C con la fraccion de IgG de cobaya anti-PSP/reg de rata, diluida a 1:500 en TBS (100 pl/pocillo).
Después de una etapa de lavado, la placa se bloquea con 150 pl de BSA al 1%/TBS durante una hora, que a
continuacion es sustituido por 100 pl de diferentes concentraciones de estandar PSP/reg humana recombinante (0,
0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,5, 3,5 6 5,0 ng/ml) o muestras de 100 pl de muestra diluida. Las muestras y los estandares se
cargan por duplicado y se incuban durante 1 h a temperatura ambiente. Después de repetir el lavado, la placa se
incuba durante 1 h con 100 pl de IgG de conejo anti-PSP/reg de rata diluida a 1:500. Sigue otra etapa de lavado
antes de comenzar con una incubaciéon de 30 min con 100 pl de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-lgG de
conejo disponible comercialmente (conjugado de fosfatasa alcalina de raton anti-conejo, fraccion IgG, diluida
1:1.000; adquirida en Sigma). Entonces la placa se lava de nuevo y se afiade un sustrato de fosfatasa soluble, p-
nitrofenil fosfato disddico (comprimidos Sigma 104®), afiadido en tampon de fosfatasa alcalina (Tris/THCI 100 mM a
pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl, 0,8 mM). Después de un periodo de incubacion de aproximadamente 20 min se mide
la densidad 6ptica (DO) a 405 nm con un lector de microplacas MRX (Dynatech Laboratories},

Todas las diluciones (excepto los anticuerpos de recubrimiento) se preparan en 1% de BSA/TBS. Todas las
incubaciones a temperatura ambiente se llevan a cabo en un agitador rotacional de placas ELISA (Titramax 100,
Heidolph, Bioblock Scientific). Todas las etapas de lavado se realizan con TBS/Tween 20 (0,05%, v/v), usando un
lavador automatico de placas de microtitulacion (MRW, Dynatech Laboratories). Las tasas de recuperacion de la
PSP/reg recombinante en suero diluido a partir de un voluntario sano son como sigue: 71% a una dilucion de 1:10;
118% a 1:20 y 95% a 1:40. La variacion intraplaca e interplaca es menor del 5% y el 10%, respectivamente, para
concentraciones en el intervalo del estandar (entre 0,1 y 3,5 ng/ml).

La prueba se establece con PSP/reg 1 alfa humana recombinante. La PSP/reg1 beta recombinante, la segunda
isoforma, se realizd usando la misma técnica. La PSP/reg 1 beta es reconocida igualmente bien por el ELISA. Por lo
tanto, el ELISA es especifico para la familia de proteinas PSP/reg conocida.

Pacientes de prueba para la prueba de concepto

La poblacion del estudio incluia 63 pacientes lesionados que fueron admitidos en la Division de Cirugia
Traumatoldgica (centro traumatoldgico de nivel I), Hospital Universitario de Zurich, en un periodo de tiempo desde
enero de 2002 hasta septiembre de 2003. Los criterios de inclusion fueron una puntuacion de gravedad de la lesion
(injury severity score, 1ISS) > 16 puntos, edad del paciente > 16 afios, menos de cuatro horas entre el accidente y la
admision en el hospital y vigilancia en la unidad de cuidados intensivos (UCI) con una supervivencia de mas de cinco
dias. Se excluyeron los pacientes con una lesiéon pancreatica. Todos los pacientes se trataron segun las directrices
del apoyo vital traumatico avanzado (advanced trauma life support, ATLS) y un protocolo traumatico estandar. En
resumen, después de controlar las vias respiratorias, ventilacion y monitorizacion de las funciones cardiovasculares,
se llevaron a cabo procedimientos para salvar vidas que incluian descompresion de las cavidades corporales,
control de hemorragias y contaminacion. A continuacion se realiz6 un desbridamiento radical de heridas,
descompresion de compartimentos y estabilizacion primaria de las fracturas principales, principalmente a través de
fijacion externa (“cirugia del dia uno®). A continuacion los pacientes se transfirieron a la UCI para la recuperacion de
las funciones organicas. A destacar, todos los pacientes recibieron nutricion enteral en las 24 horas después del
traumatismo para mantener normales la flora intestinal y la mucosa intestinal. Se usaron antibiéticos cuando se
verificaba un foco séptico mediante un cultivo bacteriano positivo. Ademas, en las fracturas abiertas se aplicaron
antibidticos estandar durante cinco dias y se administré una Unica dosis de cefalosporina como profilaxis para la
osteosintesis de fracturas.

La Tabla 1 resume los datos demograficos y las puntuaciones de lesiones en el dia de admision. La gravedad de la
lesion y la distribucion por géneros fueron muy similares.

Tabla 1. Datos demograficos de los pacientes incluidos

Parametro Sin infeccién Infeccién Septicemia
Numero 14 22 27
Edad (afios) 38,6 + 16,9 36,6 +15,5 37,3+16,0
Masculinos 11 (78,6%) 15 (68,2%) 22 (81,5%)
ISS? (puntos) 34,6 +9,3 32,2+13,9 38,7+ 15,6
GCS” (puntos) 89+52 9,2+49 8,8+5,1
APACHE II° (puntos) 15,0+ 6,2 13,6 £ 6,6 17,0+ 6,8
UCI (dias) 91+5)9 16,3+8,2 26,6 £9,9
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Media + DT. Los valores entre paréntesis son porcentajes.

4SS, puntuacion de gravedad de la lesion

®GCS, escala de coma de Glasgow (Glasgow coma scale)
°APACHE I, Il evaluacion de fisiologia aguda y salud crénica
dUCI, unidad de cuidados intensivos.

Estado sanguineo de los pacientes traumatologicos

Los pacientes se asignan retrospectivamente a grupos dependiendo de su puntuacion: a) sin infeccion, b) infeccion y
c) septicemia (Tabla 2). Para demostrar la evolucion de los diversos parametros usados para determinar el grado de
inflamacion y lesion, se determinaron los recuentos leucocitarios sanguineos y la proteina C reactiva. Todos los
pacientes mostraron una importante reduccion en los leucocitos sanguineos en el dia uno de hospitalizacion,
independientemente del grupo de gravedad. Los leucocitos aumentaron gradualmente hasta la normalidad con la
excepcion de los pacientes sépticos, que alcanzaron un recuento leucocitario significativamente mayor de 18x10°/L
en el dia 10. La determinacion concomitante de la proteina C reactiva (CRP) indica un incremento gradual desde los
bajos niveles de admision hasta aproximadamente 150 ng/ml en el dia tres en todos los grupos (Figura 1). Aunque el
grupo no infectado tiene unos coherentes menores niveles que los otros grupos, no hay ningun patrén obvio que
distinga a los tres grupos de pacientes. Por lo tanto, entre el dia 5 y el dia 7, y entre el dia 14 y el 21, los pacientes
sépticos mostraron una mayor CRP que los pacientes no sépticos, siendo la diferencia menor de un factor de dos.

Tabla 2. Patron de lesiones y evolucion postraumatica de los pacientes incluidos

Parametro Sin infeccion (n = 14) Infeccion (n = 22) Septicemia (n = 27)
Cabeza (AIS®, puntos) 85,7% (3,4) 86,4% (3,7) 70,4% (4,1)
Torax (AIS®, puntos) 78,6% (3,0) 36,4% (3,3) 63,0% (3,5)
Abdomen (AIS?, puntos) 50,0% (3,7) 36,4% (3,8) 44,4% (4,1)
Extremidades (AIS®, puntos) 57,1% (3,0) 68,2% (2,3) 63,0% (2,5)
Pelvis (AIS®, puntos) 21,4% (3,0) 22,7% (2,6) 18,5% (2,8)
Médula (AIS®, puntos) 42,9% (2,8) 36,4% (2,5) 25,9% (2,9)
Sin SIRS ® 2 (14,3%) - -
SIRS 2° 5 (35,7%) 2(9,1%) -
SIRS 3/4° 7 (50,0%) 20 (90,9%) -
Septicemia - - 27 (100%)
Mortalidad 2 (14,3%) 2 (9,1%) 5(18,5%)

AlS, escala de lesiones abreviada (abbreviated injury scale)
®SIRS, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (systemic inflammatory response syndrome)

Determinacién de indicadores de inflamacién estandar en pacientes traumaticos

Para determinar si los indicadores de inflamacién usados habitualmente, por ejemplo, IL-6 (Figura 2) y procalcitonina
(PCT, Figura 3), podian distinguir entre los tres grupos de gravedad, se midieron los niveles sanguineos de estas
proteinas a lo largo de toda la estancia en el hospital. La IL-6 aumentd inmediatamente postraumaticamente,
alcanzando los niveles mas altos en el dia 1. Durante los dos primeros dias, los tres grupos de gravedad son
diferentes, siendo el grupo séptico (1.200 pg/ml) y el grupo infectado (600 pg/ml) mayores que el grupo no infectado.
Las estadisticas no indican significacion debido a la alta variabilidad de los datos, mientras que en el dia 5-10 habia
una diferencia. Aunque hay un ligero aumento durante el tiempo de septicemia (350 pg/ml), estos niveles son bajos
en comparacion con el primer dia de hospitalizacion.

La PCT estaba claramente aumentada en 20 veces en el grupo de pacientes sépticos antes y durante la septicemia,
mientras que los otros permanecian en unos niveles alrededor de 0,5-2 ng/ml (Figura 3). El aumento maximo en la
PCT era de 25 veces frente a los sujetos sanos. Las estadisticas no indican diferencias significativas debido a la alta
variacion en la muestra.

La PSP/reg se regula postraumaticamente por incremento

La PSP/reg se sintetiza predominantemente en el pancreas y en el intestino. En respuesta a una lesion tisular local
esta muy regulada por incremento. En ausencia de una lesion tisular pancreatica, no se espera que la PSP/reg esté
regulada por incremento. Sin embargo, un politraumatismo causa una liberacién de citocinas que puede afectar a la
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expresion y secrecion de la PSP/reg. Por lo tanto, se comprob6 si estas proteinas estaban aumentadas en pacientes
con un traumatismo grave que no tenian lesién pancreatica. Los datos combinados de todos los pacientes después
de un politraumatismo indican un aumento en el dia cero que se hace significativo en el dia tres, en comparacion
con el dia cero, asi como en comparacion con sujetos sanos (Figura 4).

Por lo tanto, la litostatina esta levemente aumentada tras un politraumatismo. Los datos se analizaron entonces
usando una estratificacion asignada a pacientes sin infeccion, pacientes con infeccion y pacientes con septicemia.
Los valores de PSP/reg en pacientes con infeccion estan ligeramente aumentados, con un pico en el dia 7-10
(Figuras 5A, 5B). En los pacientes con politraumatismo que muestran infeccion, hay un aumento adicional.
Finalmente, los pacientes politraumaticos con septicemia muestran un gran aumento en la PSP/reg sérica.

El aumento comienza varios dias antes de que se cumplan los criterios clinicos de septicemia. La PSP/reg se
correlaciona altamente con septicemia. En el dia 3, cuando los pacientes todavia no estan sépticos, el nivel medio
de PSP en sangre aumenta significativamente por encima de 100 ng/ml y alcanza aproximadamente 20 veces
durante el tiempo de septicemia (Figuras 5A, 5B, dia 5-10).

El temprano aumento de la PSP/reg en pacientes con septicemia puede usarse por lo tanto como un marcador
sérico para predecir la septicemia. Por lo tanto, se resumen la especificidad, los valores predictivos positivos y los
negativos para tres potenciales valores de corte, por ejemplo, 30, 60 y 80 ng/ml en el dia 3 y 5. La especificidad es
de alrededor del 80 por ciento para valores de corte de 60 y 80 ng/ml. Los anteriores valores predictivos positivos y
negativos también estan entre el 60 y el 80%, indicando que los pacientes pueden ser identificados tempranamente
mediante este procedimiento.

Tabla 3. Sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y negativos para tres puntos de corte de los
niveles séricos de PSP para pacientes con septicemia en comparacion con pacientes sin complicaciones infecciosas
o infecciones locales. Se compararon los dos grupos sin infeccion con el grupo séptico. El grupo infeccioso no esta
incluido.

Dia 3 30 ng/mL 60 ng/mL 80 ng/mL
Sensibilidad (%) 70,4 55,5 40,7
Especificidad (%) 72,2 83,3 83,3
Valor predictivo positivo (%) 65,5 71,4 64,7
Valor predictivo negativo (%) 76,5 71,4 65,2

Dia 5 30 ng/mL 60 ng/mL 80 ng/mL
Sensibilidad (%) 74,1 63,0 51,9
Especificidad (%) 66,7 75,0 77,7
Valor predictivo positivo (%) 62,5 65,4 63,6
Valor predictivo negativo (%) 77,4 73,0 68,3

El analisis se basa en los valores séricos de PSP obtenidos en el dia 3 o el dia 5 después de un traumatismo.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de prediccion in vitro y/o diagnéstico de una infeccion sistémica en seres humanos,
en el que se determina el nivel de litostatina/proteina regeneradora (PSP/reg) en una muestra de fluidos corporales,
y un nivel alto es indicativo del desarrollo de una septicemia.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que se determina el nivel de PSP/reg en suero.

3. El procedimiento de la reivindicacion 2 en el que el alto nivel indicativo del desarrollo de una
septicemia postraumatica es 60 ng/ml.

4. El procedimiento de la reivindicacion 2 en el que el alto nivel indicativo del desarrollo de una
septicemia es 80 ng/ml en los dias 3, 4 6 5 después del traumatismo.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que el nivel de PSP/reg se determina mediante ELISA,
RIA, EIA, espectrometria de masas o analisis por micromatriz.

6. El procedimiento de la reivindicacion 1 en el que el nivel de PSP/reg se determina mediante ELISA en
sandwich, en el que las placas de microtitulacion estan recubiertas con un tipo de anticuerpo dirigido contra la
PSP/reg, entonces las placas se bloquean y se carga la muestra o el estandar, se aplica un segundo tipo de
anticuerpo contra la PSP/reg, entonces se afiade un tercer tipo de anticuerpo que detecta el tipo particular del
segundo anticuerpo conjugado con un marcador adecuado, y se usa el marcador para cuantificar la cantidad de
PSP/reg.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6 en el que el marcador del ELISA en sandwich es una enzima
para su deteccién cromogénica.
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