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RESUMEN

La sepsis es uno de los mayores problemas de nuestros dias que ha de afronta la sanidad en
todo el mundo, siendo una de las patologias mas prevalentes en los servicios de urgencias y
cuidados criticos, constituyendo la primera causa de muerte no coronaria a nivel mundial.
Debido a su elevada morbilidad y mortalidad, es una grave amenaza cuando se diagnostica y
ademas cuenta con un incremento progresivo en su prevalencia e incidencia, siendo un serio

reto para el sistema sanitario también debido a la carga socioecondémica que representa.

En concreto en los pacientes quirdrgicos, algunos de los signos que nos podrian hacer pensar
en el diagnoéstico de esta enfermedad pueden enmascararse debido a la propia cirugia o a su
manejo farmacoldgico. Debido a esto, es primordial que podamos contar con biomarcadores

que puedan diagnosticar la sepsis de la forma mas precoz y fiable posible.

En la sepsis vemos como coexiste el desarrollo de un inmunofenotipo proinflamatorio, y por
otro lado una depresién en los niveles de expresion de los genes que codifican las moléculas
implicadas en la sinapsis inmunoldgica, es decir, los genes codificantes de las moléculas

presentadoras de antigeno.

Esta tesis doctoral trata de mostrar la utilidad de la cuantificacion del grado de
inmunosupresion en el diagnostico de la sepsis y ademas como puede mejorarse el diagnéstico
de la enfermedad gracias a la combinacion de un marcador que valora la inmunosupresién con
un biomarcador clasico como la procalcitonina. Para ello, cabe destacar que nuestro trabajo es
pionero en el uso de una nueva tecnologia de PCR de tercera generacion para la cuantificacion

de expresion génica, la PCR digital (ddPCR).
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I. INTRODUCCION

I.LA) HISTORIA Y EPIDEMIOLOGIA DE LA SEPSIS

La sepsis es uno de los mayores problemas sanitarios de nuestros dias. Esta enfermedad
presenta una elevada morbilidad y mortalidad, suponiendo un motivo de actuacién urgente
cuando se diagnostica. Debido al incremento progresivo en su prevalencia e incidencia,
representa una importante carga socioeconémica para el sistema sanitario. Ademas, es una de
las patologias més prevalentes en los servicios de urgencias y en las unidades de cuidados de

criticos (UCI), constituyendo la primera causa de muerte no coronaria a nivel mundial.

°,

» EPIDEMIOLOGIA

La sepsis es una enfermedad frecuente, con una incidencia global estimada del 27%. La
mortalidad asociada a shock séptico es elevada, oscilando entre el 40% y el 70% en pacientes
independientemente de su edad, tanto si ha sido adquirida en la comunidad o bien en
pacientes hospitalizados. Es responsable de mas fallecimientos que otras patologias

frecuentes como el cancer de mama, prostata o el infarto agudo de miocardio?.

Estudios a nivel mundial afirman que la incidencia de sepsis, sepsis grave o shock séptico
continda aumentando a razéon de 750.000 casos por afio, con mayor frecuencia en hombres de
raza negra y con gran protagonismo microbiolégico de las bacterias Gram positivas y hongos2.
Siguiendo esta estimacion se ha pronosticado un aumento de la sepsis grave en Estados

Unidos de 800.000 a 1.600.000 casos para el afio 20505.

En Europa, cabe destacar el estudio SOAP* (Sepsis Ocurrence in Acutelly ill Patients) realizado
en una muestra amplia y heterogénea de pacientes hospitalarios, el cual afirma que la sepsis
ya en la actualidad podria ser la enfermedad mas frecuentemente atendida en las UCIs,
incrementando la mortalidad y el gasto econdmico comparado con otras patologias de similar
prevalencia.
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Aunque serian necesarios registros mas exhaustivos sobre epidemiologia de la sepsis en
Europa, la evidencia cientifica afirma que la incidencia de la enfermedad se incrementa de
forma progresiva como ocurre a nivel mundial, estimando en un 40% de media los costes

causados por esta patologia en las UCls.

Se estima que hay 18 millones de casos de sepsis que ocurren cada afio en el mundo. Sélo en
Reino Unido mueren 37.000 personas al afio por sepsis®, siendo atribuible un 49,7% a la

mortalidad debida al desarrollo de shock séptico.

Recientemente, la Sociedad Europea de Medicina de Cuidados Intensivos (ESICM) y la
Sociedad de Medicina de Cuidados Criticos (SCCM) estan poniendo en marcha el protocolo

llamado IMPRESS para determinar la epidemiologia mundial de la sepsis®.

En Esparia, extrapolando los datos de los que disponemos, se estima la incidencia de sepsis al
afio en 74.000 casos, de los cuales un 40% presentarian shock séptico con una mortalidad

media asociada de un 35%’.

Algunos estudios en nuestro pais datan la mortalidad media de los pacientes con shock séptico
en el 45,8% y las estimaciones realizadas a partir de ellos dimensionan el problema en 50.000
casos nuevos de sepsis grave cada afio, una incidencia de shock séptico de 31 casos/100.000
habitantes afio y 17.000 fallecimientos anuales por sepsis, de los cuales el 70% de los casos

fallece durante los tres primeros dias a partir del diagnéstico®.

Ademas, debemos tener presente el aumento progresivo de la poblaciéon anciana, en la que
existen diversos factores que les predisponen a un mayor riesgo de desarrollar formas graves
de sepsis, como las comorbilidades asociadas que padecen, el estado previo al ingreso
padeciendo frecuentemente malnutricidn, fragilidad, y por supuesto, la alteracion del sistema
inmune conocido como inmunosenescencia®. El porcentaje de personas mayores de 60 afios
en el aflo 1950 era entorno el 8% de la poblacion mundial, incrementandose este porcentaje al
10% en el afio 2000, y se estima que sea del 21% en el afio 2050%°. Ademas, en las préximas
décadas se prevé que la poblacién mas envejecida, por encima de los 80 afios, crezca al doble
de la actual siendo en el 2050 el 9.6% de la poblacion total en Europa y entorno al 9% en

América del Nortes.
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% HISTORIA

Desde la antigiiedad hay tratados médicos en los que se deja constancia del terrible cuadro
gue sufrian algunas personas y la posible extension generalizada de una infeccién, y de los
remedios que se utilizaban para evitarlo. Asi en el “papiro Ebers”, compuesto en escritura
hieratica egipcia hacia el afio 1550 a.C., se describen cuadros de “hinchazones malolientes con
abundante pus y aire en su interior, que si se inciden quirargicamente pueden extender su mal

a todos los miembros del cuerpo”!t,

La palabra sepsis viene del griego onyig (sipsis) que significa putrefaccion: sép- onmw (gr.
‘pudrir’) mas el sufijo -sis ofyig (pudrir-se). Homero fue el primero en usarla hace méas de 2700
afios, la consideraban una descomposicion biolégica que ocurria dentro del cuerpo causada
por unos “principios internos” capaces de provocar una peligrosa autointoxicacion, resultante
en una putrefaccion maloliente!?. Este concepto de “generacion espontanea” perdurd hasta el

siglo XIX13,

No usé como tal el término sepsis, pero el médico griego Hipdcrates (460-370 a.C) fue
probablemente el primero en describir el curso clinico del shock séptico y afios después el
filésofo florentino Niccold Maquiavelo (1469-1527) describié lo dificil que era diagnosticar la

enfermedad asi como tratarlal4.

Por otro lado, el concepto de contagio fue formulado por primera vez en 1546 por el médico
italiano Girolamo Fracastoro, proponiendo que las enfermedades epidémicas pueden ser
comunicadas por contacto directo o indirecto a través del aire, por semillas o gérmenes
invisibles!®>. Sin embargo, no fue hasta 1683 cuando se hicieron posibles las primeras

observaciones microscopicas de la mano de Anthony van Leeuwenhoek?S.

Dos siglos mas tarde, en 1847, el médico hungaro Ignaz Semmelweis, gracias a su
observacion consiguio relacionar la fiebre puerperal desarrollada por las parturientas que eran
asistidas durante el parto por los obstetras estudiantes de medicina que habian participado

previamente en autopsias, a diferencia de las parturientas atendidas por matronas con
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menores casos de ésta enfermedad!’. Fue un hito fundamental que introdujo las préacticas
antisépticas antes de los examenes de las pacientes. Obligé al lavado de las manos con una
solucién de cal antes de las exploraciones ginecologicas lo que redujo la tasa de mortalidad de
fiebre puerperal del 18% al 3 %. Esto representd el primer ensayo clinico en enfermedades

infecciosas jamas realizado?8.

En la segunda mitad del siglo XIX, Louis Pasteur realizé un elegante experimento demostrando
que el proceso de putrefaccion no tiene lugar sin la participacién de organismos vivos y poco
después, en la década de 1870, Robert Koch describié los agentes etiologicos de
enfermedades como el antrax, la tuberculosis o el célera’®. Fue el inicio para intentar impedir la
entrada de microorganismos en el cuerpo humano, lo que llevé a Joseph Lister, (1827-1912)
cirujano del Hospital Real de Glasgow, a desarrollar métodos antisépticos en los
procedimientos quirdrgicos al observar que las fracturas abiertas se infectaban mas que las

cerradas?0,

En 1892 Richard Pfeiffer (1858-1945) que trabajé con Robert Koch, definié el concepto de
“endotoxina” como un veneno bacteriano termoestable y responsable de las consecuencias
fisiopatolégicas de ciertas enfermedades infecciosas, diferenciando este concepto de las
“exotoxinas” que son termolabiles. En 1909 se recogen y publican por primera vez los primeros
doce casos de pacientes con sepsis por Gram negativos, causada por Escherichia coli,

falleciendo el 50% de los infectados??.

No fue hasta 1914, cuando el médico aleman Hugo Schottmdiller hizo la primera definicion
cientifica de sepsis: "la sepsis es un estado causado por la invasion microbiana de una fuente
infecciosa local en el torrente sanguineo que conduce a signos de enfermedad sistémica en

6rganos a distancia"?2.

Pero fue William Osler (1849-1919) el primero en reconocer el importante papel de la respuesta
del huésped en la sepsis y entenderla tal y como lo hacemos en la actualidad en uno de sus
famosos libros “The Evolution of moderm Medicine", donde cita: “salvo en contadas ocasiones,

el paciente parece morir de la respuesta del cuerpo a la infeccion en lugar de por la infeccion"23:

24
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En 1967 Ashbaugh et al. describe por primera vez un cuadro clinico de inicio agudo que hoy
diagnosticamos como Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo (SDRA) y Tilney en 1973
publica por primera vez un sindrome clinico en el que hay fallo progresivo de varios 6rganos?>.
En los afios 90 el Dr. Bone establece que la disregulacion de la respuesta inflamatoria
sistémica en el contexto de un proceso séptico entre los mediadores proinflamatorios y

antiinflamatorios desencadena la disfuncién organicaZ®.

Es en 1992 cuando el ACCP (American College of Chest Physicians) y la SCCM (Society of
Critical Care Medicine) se relinen por primera vez en una conferencia con el fin de aunar
conceptos y elaborar las definiciones que serian usadas en la clinica y en los trabajos de

investigacion?’.

AuUn hoy en dia, las definiciones de los conceptos clinicos relacionados con la sepsis siguen
creando controversia y debate entre los expertos. Ademas, continla siendo un reto importante
el manejo de la sepsis, requiriendo gran cantidad de recursos y habilidades médicas para el
tratamiento satisfactorio del shock séptico. En lo que si coinciden todos los profesionales
médicos es en la vital importancia del diagndstico precoz y certero como parte fundamental del

éxito del tratamiento y pronéstico de la enfermedad.

1.B) CONCEPTOS DE LA SEPSIS Y GRAVEDAD

[.B.I DEFINICIONES DE CONSENSO

Debido a la complejidad y ambigledad para definir la sepsis y los términos relacionados con
ella, hasta los afios 90 no existié ninguna terminologia. En 1980, Roger Bone propone el
termino de “Sindrome sepsis” definido ya entonces como: hipotermia (< 35°C) o hipertermia
(>38,3°C), taquicardia (>90 Ipm), taquipnea (>20 rpm), evidencia clinica de foco de infeccion, y
la presencia de al menos disfuncion o mala perfusion de un érgano (hipoxemia, lactato elevado,

oliguria)?®. A pesar de que este término ha sido usado como criterios de inclusién para los
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estudios clinicos, el sindrome séptico no define satisfactoriamente a un grupo homogéneo de

pacientes?®: %0,

Es en 1992 cuando tienen lugar las conferencias de consenso del American College of Chest
Physicians / Society of Critical Care Medicine (ACCM/SCCM) con la intencion de unificar
criterios, y crear nuevas definiciones sobre la sepsis y los procesos relacionados. El resultado
de esta conferencia fue la introduccion de un nuevo término “Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica” (SIRS). El SIRS se define por la presencia de al menos dos de cuatro
de los anteriores mencionados criterios clinicos, y representa una respuesta inflamatoria de
cualquier etiologia, incluida la Sepsis, la cual es definida cuando se confirma ademas infeccion.
Sepsis asociada a disfuncién orgénica, hipoperfusién o hipotensién, se defini6 como Sepsis
severa, y Shock séptico fue definido como sepsis severa relacionada ademéas a hipotensién

refractaria a tratamiento de resucitaciéon con fluidos?”.

De la conferencia se propuso otro nuevo termino llamado “Sindrome de disfuncién
multiorgéanica” (MODS), definido como “la presencia de disfuncién organica de forma aguda en
los pacientes en los cuales no son capaces de mantener su homeostasis sin tratamiento”. Se
han creado numerosas escalas desde entonces para intentar cuantificar el grado de fallo

organico, asi como también el grado de morbilidad posterior en los pacientes?”: 31,

Pronto se crearon nuevas controversias en torno al termino establecido de SIRS tras la
conferencia de 1992. Un importe nimero de investigadores no estaban conformes con esta
definicién, para los cuales era muy sensible y poco especifica. Debido a ello se convoco una
nueva reunién en 2001 en la cual se modificé los criterios de SIRS, y se validaron el resto de

definiciones (tabla 1).
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SIRS e Temperatura > 38°C 0 < 36°C

e Taquicardia > 90 Ipm

e Taquipnea > 20
rom o PaCo2 < 32mmHg

e Leucocitosis 12x10 9/L o Leucopenia
<4x10 9/L o0 >10% formas inmaduras

Sepsis Infeccion conocida o sospechada + al menos
2 criterios de SIRS
Sepsis Grave Sepsis mas disfuncién organica o

hipoperfusién

Shock Séptico Sepsis con hipotensién dependiente de
vasopresores
Disfuncion Multiorgéanica Presencia de disfuncién organica en

paciente con patologia aguda cuya
homeostasis no puede ser mantenida

Tabla 1: Definiciones de la conferencia internacional 2001

En 2002 se introduce el sistema PIRO (Predisposicion, Infeccién, Respuesta, Disfuncion
Orgénica) en base a los factores prondésticos relacionados con la sepsis, pretendiendo hacer

una clasificacion similar a la TNM tumoral®? (tabla 2).

P | Predisposicion genética del paciente que puede condicionar mala evolucion

I Infeccion dependiendo del agente causal, localizaciéon y extensién, o el tiempo de
espera para la implantacion de terapia antibiética

R | Respuesta inflamatoria del organismo que implica liberaciéon de mediadores
proinflamatorios y citoquinas que desembocan en un fallo organico

0 | Disfuncion Organica como principal factor determinante del mal pronéstico en los
pacientes sépticos

Tabla 2. Sistema PIRO introducido en 2002

En este sistema si se tuvieron en cuenta las clasificaciones sugeridas por los participantes de
las conferencias realizadas para la definicion de sepsis y también la estratificacion de los
pacientes tanto por los datos de laboratorio como por criterios clinicos de acuerdo a los

factores que propone.
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En 2004, con el objetivo de disminuir la mortalidad causada por la sepsis grave y el shock

séptico, diferentes organizaciones como la “Sociedad Europea de Medicina y Cuidados

Intensivos”, el “Foro de Sepsis Internacional’, o la “Sociedad de Medicina de Cuidados

Criticos”, pusieron en marcha una serie de iniciativas, como las guias internacionales de la

“Campafia para sobrevivir a la Sepsis” (SSC) publicadas en revistas de alto factor de impacto

como “Critical Care Medicine”3 e “Intensive Care Medicine”33, donde se resumen las pautas de

actuacion clinica sobre sepsis grave y shock séptico, actualizandose en 2012, publicadas en

201334 35 (tabla 3).

Segun la modificacion de las guias de la SSC del 2012, se definen los criterios de sepsis como:

Sepsis

Infeccién conocida o
sospechada asociada a
manifestaciones clinicas

Manifestaciones clinicas:
-Temperatura >38°C 0 < 36°C
-Taquicardia > 90 Ipm
-Taquipnea > 20 rpm o PaCo2
< 32mmHg

-Leucocitosis 12x10 9/L o
Leucopenia <4x10 9/L o0 >10%
formas inmaduras

Sepsis Severa

Sepsis + disfuncion de un
6rgano o hipoperfusion tisular
secundaria a la infeccién

Hipoperfusion tisular:
-Hipotension (TAS<90mmHg o
disminucién de >40mmHg en
TAS basal)

-Lactato elevado

-Oliguria

-Confusién, obnubilacién del
SNC

Shock Séptico

Hipotension refractaria a pesar
de adecuada resucitacion con
fluidoterapia que precisa de
vasopresores

Tabla 3. Criterios diagnésticos de SSC, publicadas en 2013

En 2016 una nueva conferencia “The Third International Consensus Definitions for Sepsis and

Septic Shock” (SEPSIS-3), remodela las definiciones nuevamente, eliminando el concepto de

SIRS y sepsis severa, y pone el foco en la fisiopatologia de la sepsis, que cobra una mayor

relevancia en las nuevas definicioness3¢:
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Ademas, se introduce un nuevo concepto llamado “q SOFA” (quick SOFA) basado en la escala
de gravedad més usada por las unidades de cuidados criticos, la escala SOFA (Sequential
Organ Failure Assessment), que trata de poner a los clinicos en la pista con antelacion a

posibles pacientes que pueden estar desarrollando infeccién y disfuncién organica (tabla 4).

-Frecuencia respiratoria > 22 rpm
-Glasgow Coma Scale (GCS) 13 0 <
-Presion arterial sistélica (PAS)< o = 100 mmHg

Tabla 4. Criterios g SOFA. Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic
Shock (Sepsis-3)

Asi pues, queda definido el fallo multiorgdnico como un cambio agudo en la escala SOFA, con
un incremento de >2 puntos en la escala SOFA, secundario a un proceso infeccioso,
asumiendo una puntuacion de 0 en los pacientes en los que se desconoce la existencia previa

de disfuncién organica.

Se define como infeccién sospechada o documentada asociada a un incremento
agudo en > 0 = 2 puntos en la escala SOFA, Y como sepsis asociada a la
necesidad del uso de vasopresores para mantener un TAM > o0 = 65 mm Hg y presencia de

lactato >2mmol/L a pesar de una correcta fluidoterapia®’.

[.B.2 ESCALAS DE GRAVEDAD

Las escalas de gravedad son instrumentos de diagndstico, asi como pronéstico, y de ayuda
también en la toma de decisiones terapéuticas en los pacientes sépticos. Estas escalas son
disefiadas a partir de grandes bases de datos donde hay numerosas variables de mayor
impacto sobre la gravedad de la sepsis. Las variables que son parte de un especifico
“score” (escala) deben ser previamente ponderadas tanto por la opiniébn de expertos como

datos estadisticos que las validen.
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Fundamentalmente, las escalas de gravedad han de cumplir con dos caracteristicas; tener
capacidad de predecir la supervivencia valorada en funcién de su curva ROC (“Receiver
Operating Characteristic”), y en segundo lugar, ser capaz de discriminar o la capacidad de

exactitud ante la prediccion dada3s.

Una de las principales dificultades que encuentra la aplicacion de estas escalas, es debida
principalmente a la variedad de los casos tratados, siendo este un impedimento importante en
su utilizacién real para la toma de decisiones individuales, pero si pudiendo ofrecer una

orientacién general.

En los indices de gravedad, atendiendo al prondstico de un paciente tratado en una unidad de
cuidados intensivos, las variables podemos clasificarlas en crénicas y agudas. Las crénicas son
la edad y las enfermedades crénicas anteriores al primer dia de diagndstico de sepsis. Las

agudas son los desdérdenes fisiolégicos o las disfunciones organicas.

Por lo tanto, en lineas generales podemos clasificar las escalas de gravedad segun sean
objetivas o subjetivas, y en funcidon de si son indices usados durante el primer dia de

enfermedad o a lo largo de la estancia en UCI (Tabla 5).

Objetivos SAPS I
APACHE Il
MPM I
LOD

Subjetivos SAPS |
APACHE I

OSF
Subjetivos ODIN
MOSF
SOFA
LOD

SAPS: Simplified acute physiologic score; APACHE: Acute physiology and chronic evaluation;
MPM: Mortality probability model; LOD: Logistic organ dysfunction; OSF: Organ system failure;
ODIN: Organ dysfunction and/or infection; MOSF: Multiple organsystem failure; SOFA:
Sequential organ failure assessment.

Tabla 5. Clasificacién de las principales escalas de gravedad.
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Los principales indices de gravedad mas usados en las UCI son:

APACHE-II (“Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1I”): (Imagen 1) Es un
sistema de valoracion pronostica de mortalidad a través de la medicién de 12 variables
fisiolégicas que obtienen un valor final que es predictivo de mortalidad. Por tanto, es una escala
estatica que se mide en el momento de ingreso utilizando los peores valores obtenidos en las
primeras 24h de este®. Aun existiendo actualizaciones del APACHE, siendo la Ultima version
el APACHE IV, no son tan usadas por las UCI, cuyos especialistas siguen utilizando esta

version.

Las ventajas de los indices denominados del primer dia, como la escala APACHE Il es que las
variables se registran una sola vez durante la estancia: el dia del ingreso del paciente. Se
anotan las principales caracteristicas del paciente y de su enfermedad y se evallan segin su

importancia en la determinacion del prondéstico.

Se considera un indice de primera generacion ya que es subjetivo y esta basado en un modelo
de probabilidad. La puntuacion APACHE Il refleja la gravedad de la sepsis y se correlaciona
adecuadamente durante las primeras 24 horas con la mortalidad, a mayor puntuacién mayor

mortalidad. Por esta razon, se considera un indice del primer dia*.

SAPS Il (“Simplified Acute Physiology Score”): (Imagen 2) Se trata de una escala
simplificada similar al APACHE-II, que evalla la gravedad. Su valor se haya con los peores

datos de las primeras 24h tras el ingreso del paciente en la UCI*,

SOFA (“Sequential Organ Failure Assessment”): (Imagen 3) Al mismo tiempo que las
escalas de primer dia, se crean escalas para determinar el fallo de 6rgano durante la estancia
en UCI de un mismo paciente. Esta escala es dindmica, y por consiguiente utilizada para la
evaluacion continua de la situacion de seis 6rganos o sistemas#?. Es una escala sencilla y facil
de calcular, siendo capaz de independizar el grado de disfuncién de cada érgano de una

manera secuencial en el tiempo.
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MEDS (“Mortality in Emergency Department Sepsis”): (Imagen 4) Consiste en una escala
gue predice mortalidad a los 28 dias utilizada fundamentalmente en los servicios de urgencias

en los pacientes sépticos, y que se realiza valorando ocho variables?3.

IPS (“Infection Probability Score”): (Imagen 5) En esta escala se predice la infeccion
valorando seis variables facilmente medibles. Cuando el resultado es inferior a 14 la

probabilidad de infeccién se reduce a un 10%%4.

CPIS (“Clinical Pulmonary Infection Score”): (Imagen 6) Se trata de una escala predictora
de NAV, y para ello evalla seis items relacionados con infecciéon*>. Es una herramienta
complementaria a otros marcadores diagnosticos pero no posee buena sensibilidad ni

especificidad tanto diagnostica como prondstica“s.

Puntuaciéon APACHE II
APS 4 3 2 1 0 1 2 3 4
T2 rectal (%) > 40,9 39-40,9 38,5-389 | 36-384 34-359 32-339 30-31,9 <30
Pres. arterial media > 159 130-159 110-129 70-109 50-69 <50
Frec. cardiaca > 179 140-179 110-129 70-109 55-69 40-54 <40
Frec. respiratoria > 49 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <6
Oxigenacion: > 499 350-499 200-349 < 200
Si FiO2 = 0.5 (AaD02)
Si Fi02 < 0.5 (pa02) >70 61-70 56-60 < 56
pH arterial > 7,69 7,60-7,69 7,50-7,59 | 7,33-7,49 7,25-7,32 | 7,15-7,24 <715
Na plasmatico (mmol/l) > 179 160-179 155-159 150-154 130-149 120-129 111-119 <111
K plasmético (mmol/l) >6,9 6,0-6,9 5,5-59 3,5-5,4 3,0-34 2,5-29 <25
Creatinina * (mg(dl) >34 2-3,4 1,5-1,9 0,6-1,4 <0,6
Hematocrito (%) >59,9 50-59,9 46-49,9 30-45,9 20-29,9 <20
Leucocitos (x 1000) >39,9 20-39,9 15-19,9 3-149 1-29 <A
Suma de puntos APS
Total APS
15 - GCS
EDAD Puntuacion ENFERMEDAD Puntos APS Puntos GCS Puntos Edad | Puntos enfermedad previa
CRONICA (A) (B) ©) (D)
<44 0 Postoperatorio 2
programado
45-54 2 Pastoperatorto. . 5 Total Puntos APACHE II (A+B+C+D) |
urgente o Médico
55— 64 3 Enfermedad cronica:
Hepatica: cirrosis (biopsia) o hipertension portal o episodio previo de fallo hepatico
65-74 5 Cardiovascular: Disnea o angina de reposo (clase IV de la NYHA)
Respiratoria: EPOC grave, con hipercapnia, policitemia o hipertension pulmonar
>75 6 Renal: dialisis cronica
ido: tr i i i deficiendia crénicos

Imagen 1. Escala de gravedad del prier dia APACHE II. ( 0-4 puntos; 4% probabilidad
mortalidad, 5-9 puntos; 8 % probabilidad de mortalidad, 10-14 puntos; 15% probabilidad de
mortalidad, 15-19 puntos; 25% probalidad de mortalidad, 20-24 puntos; 40% probabilidad de
mortalida, 25-29 puntos; 55% probabilidad mortalidad, 30-34 puntos; 75% probabilidad de
mortalidad, >34 puntos: 85% probabilidad de mortalidad)
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Imagen 2. Score SAPS Il (Hasta 21 puntos; 0% mortalidad, 22-44 puntos; 1-10% probabilidad
mortalidad, 44-52 puntos; 10-20 % probabilidad de mortalidad, 53-57 puntos; 20-30%
probabilidad de mortalidad, 58-62 puntos; 30-40% probalidad de mortalidad, 63-67 puntos; 40-
50% probabilidad de mortalidad, 68-72 puntos; 50-60% probabilidad mortalidad, 73-78 puntos;
60-70% probabilidad de mortalidad, 79-86 puntos: 70-80% probabilidad de mortalidad, 87-96
puntos: 80-90% probabilidad de mortalidad, 91-112 puntos: 90-95% probabilidad de mortalidad,
113-159 puntos: 95-99% probabilidad de mortalidad, 160-229 puntos: 100% probabilidad de
mortalidad)

Escala SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment)

0 1 2 3 4
Respiracién’
Pa0,/FIO; (mm Hg) o >400 <400 <300 <200 <100
$a0,/f10; 221-301 142-220 67-141 <67
Coagulacién
Plaguetas 10°/mm’ >150 <150 <100 <50 <20
Higado
Bilirubina (mg/dL) <1,2 1,2-19 2,0-5.9 6,0-11.9 >12.0
Cardiovascular”
Tension arterial PAM 270 mmHg | PAM<70mmHg | Dopaminaa<5o Dopamina a dosis de Dopamina a dosis de
dobutamina a 51150 >150
cualquier dosis Epinefrinaa<0,10 Epinefrina>0,10
Norepinefrinaa €0,1 | Norepinefrinaa>0,1
Sistema Nervioso Central
Escala de Glasgow 15 13-14 10-12 -9 <6
Renal
Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-34 3,5-4,9 >5,0
o flujo urinario (mL/d) <500 <200

Pa0y: presion arterial de oxigeno; FIO;: fraccion de oxigeno inspirado; S30,, Saturacidn arterial de oxigeno periférico; PAM, presion arterial
media; *Pa0./FI0; es relacion utilizada preferentemente, pero si no esta disponible usaremos la $a0,/FI0;; *Medicamentos vasoactivos
administrados durante al menos 1 hora (dopamina y norepinefrina como ug/kg/min) para mantener la PAM por encima de 65 mmHg.
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Imagen 3. Escala de gravedad durante la estancia SOFA (un incremento en la escala SOFA de
>2 puntos se asocia a un aumento en la mortalidad, valores por encima de 8 se asocian con
alto riesgo de mortalidad)

Variables Points
Terminal illness

o

Tachypnea or hypoxemia

Septic shock

Platelet count, < 150,000 cells/mm?
Bands > 5%

Age, > 65 years

Lower respiratory infection

Nursing home resident
Altered mental status

PN W W W W W

MEDS SCORE (Mortality %): 0-4 points = Very Low (0.9%), 5-7 points = Low (2%), 8-12 points
= Moderate (7.9%), 13-15 points = High (20%), >15 = Very High (39%)

Imagen 4. MEDS Score

Puntos IPS

0 1 2 3 6 8 12
Temperatura corporal | = 37,5 >375
Frecuencia cardiaca < 80 81-140 | > 140
Frecuencia respiratoria | =25 >25
Recuento de glébulos
blancos x 10° 5-12 >12 <5
Proteina C reactiva <6 >6
SCORE SOFA <5 >5

Imagen 5. IPS Score. (<14 = 10% infeccidn)
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Criteria Score

Temperature 36.5°C-38.4°C =0
38.5°C-38.9°C =1
<36.5°C OR 239°C = 2
White Blood Cells 4-11 x 10°/L =0

<4 0OR >11x 10%L =1
Band forms = 50% = plus 1
Tracheal secretions Absent = 0
Non-purulent = 1
Purulent = 2
Oxygenation PaO?/Fi0’ >240mmHg OR ARDS = 0
Pa0?/Fi0? £240mmHg and no ARDS = 2
Chest x-ray No infiltrate = 0

Patchy diffuse infiltrates = 1

Localised or focal changes = 2

Chest x-ray progression (day 2-3) | No change = 0

Change (if not heart failure or ARDS) = 2
Microbiological culture (day 2-3) No growth or few colonies = 0

Moderate or heavy growth of pathogen = 1
Pathogenic bacteria in Gram film = plus 1

Imagen 6. CPIS SCORE. (>6 puntos sugiere neumonia)

|.B.3 BIOMARCADORES

El diagndstico precoz y por consiguiente la toma de decisiones temprana en los pacientes con
sospecha de sepsis es fundamental para su prondéstico y supervivencia. Por ello es de gran
importancia tener a nuestra disposicién pruebas diagnésticas rapidas y fiables que nos orienten

en el manejo terapéutico diario.

Durante el proceso de la sepsis tiene lugar una compleja y extensa interaccion entre
mediadores bioquimicos produciendo numerosas moléculas circulantes que podemos usar

como marcadores de presencia e incluso gravedad del proceso séptico.

La microbiologia, el cultivo microbiolégico sigue siendo una herramienta fundamental para
conformar la presencia de infeccion en un paciente con fallo de 6rgano. Sin embargo, conlleva
el consumo de mucho tiempo y a menudo se asocia a resultados falsos negativos*’. En la
actualidad, existen nuevas técnicas mas rapidas con buena sensibilidad y que permiten realizar
un diagnéstico mas individualizado. Entre ellas, cabe destacar a la cabeza de la microbiologia
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clinica el diagnostico molecular, la microbiologia digital y las técnicas de espectrometria de
masas (MALDI-ToF y ESI-ToF). En la sepsis, ante un hemocultivo positivo implementaremos el
resultado y el tratamiento con el uso de MALDI-ToF directo junto con la deteccion de ciertos

genes de resistencia asi como el uso de técnicas basadas en la PCR“8,

Asi pues, se han evaluado una gran cantidad de moléculas con el fin de encontrar el mejor
biomarcador de sepsis*® . Un marcador ideal ha de tener una alta sensibilidad y especificidad,
permitiendo detectar a todos los pacientes enfermos y evitando que los que no lo estén sean
diagnosticados errébneamente. Asi mismo, ha de ser capaz de reflejar de forma precoz la
presencia de infeccion y reflejar el progreso de la misma y la respuesta al tratamiento®% 51,
Debemos tener presente las diferencias existentes en cada sujeto, puesto que cada paciente
conlleva diferentes caracteristicas como la edad y el sexo, que influirdn en la sensibilidad y

especificidad de los marcadores.

Los marcadores més extensamente usados y con un mayor conocimiento a nivel de infeccion

son la proteina C reactiva (PCR) y la procalcitonia (PCT).

La proteina C reactiva fue descubierta por Tillet y Francis en 1930. Es una proteina no
glicosilada, que se encontré en el suero de los pacientes infectados con S. pneumoniae al
observar que precipitaba con el polisacarido C de la pared del neumococo®2. Por tanto, se trata
de un reactante de fase aguda, que se sintetiza en el higado por los hepatocitos en respuesta
al dafo tisular o la infeccién. Los hepatocitos son estimulados por las citoquinas IL-6 e IL-8
para producir esta proteina 5% 5. Los valores normales en plasma se sitlan < 10 mg/dl. Su
producciéon aumenta pasadas entre 4 y 6 horas tras la agresion inicial, pudiendo elevarse varios

cientos por encima del nivel basal en las primeras 24-48 horas®®.

La PCR se mantendra elevada durante la fase aguda de la infeccion, volviendo a valores
normales cuando cese la agresion. El punto de corte para la deteccién de infeccidon se sitGa en
torno a 10 mg/dl teniendo una sensibilidad del 88% y una especificidad del 58%,
correlacionandose la concentracién plasmatica y la gravedad de la infeccién®6. Una disminucién

en sus valores en las primeras 48 horas indica una respuesta eficaz de la terapia antibiética®’.

Sin embargo, este biomarcador presenta ciertas limitaciones. Su especificidad moderada

conlleva que de falsos positivos en procesos inflamatorios no infecciosos®. Ademas, su
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farmacocinética es variable en funcién del sexo, edad o estilos de vida del paciente (alcohol,
tabaquismo, obesidad). Por dltimo, posee una cinética lenta de eliminacién que hace que su

capacidad prondstica sea menor en comparacion con otros biomarcadores®°.

La procalcitonina (PCT) se describioé por primera vez como precursor de la calcitonina, siendo
marcador tumoral para el cancer medular de tiroides. La PCT es una pro hormona sintetizada
por las células neuroendocrinas del tiroides y del pulmén que en condiciones normales su
concentracién plasmatica es indetectable®0. Sin embargo, ante una infeccion bacteriana grave
Su concentracion se eleva rapidamente en sangre, detectandose a las 4-6h de la agresién, con
una concentracion maxima entre 6-12h y un aclaramiento de 20-36h, lo cual permite la
deteccion precoz de la infeccion, permitiendo monitorizar la evolucion de las misma y la

respuesta al tratamiento antibi6tico®?.

La presencia de endotoxinas y exotoxinas bacterianas hace que se imposibilite la hidrélisis de
procalcitonina a calcitonina, de ahi su elevacion en infecciones bacterianas graves.
Desafortunadamente, no es especifica de las mismas puesto que puede verse elevada también
en infecciones flngicas sistémicas, en traumatismos o en pacientes con fallo renal 2. A pesar
de todo ello, cuando se compara con otros biomarcadores, la PCT presenta una mayor
sensibilidad y especificidad en sepsis®®, siendo superior tanto en la diferenciacion entre un
proceso infeccioso de uno no infeccioso, como en la distincién entre la infeccion bacteriana de

la virica.

Los valores normales de la PCT en sangre son menores a 0,5 ng/ml. Se consideran anormales
valores por encima de esta cifra, pudiendo darse en pacientes con infeccidn pero también en
enfermedades crénicas autoinmunes o infecciones leves o moderadas. Valores superiores a 10
ng/dl se asocian a una alta probabilidad de tener sepsis grave y desarrollar sindrome de

disfuncion multiorganica®*.

Ademas, valores mantenidos de PCT son Uutiles en la valoracion de la efectividad del
tratamiento y en este sentido hay estudios que correlacionan los cambios de valor de la PCT
con la mortalidad de los pacientes, afirmando que una disminucion significativa en los valores

de éste marcador pronostica mejores resultados en la supervivencia, cuando ademas sus
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valores habian alcanzado cifras superiores a 10ng/ml, y a su vez también relacionando estas

observaciones con el valor del score SOFAS5.

A parte de la PCR y la PCT, podemos observar otros marcadores biolégicos que pueden

ayudarnos en la definicién y pronoéstico de la sepsis:

El lactato ha demostrado ser buen marcador para valorar la evolucion y la mortalidad del
paciente. La elevacién de este parametro se traduce en hipoxia e hipoperfusion tisular como
consecuencia del aumento del metabolismo anaerobio que tiene lugar en los procesos
sépticos. Su disminuciéon durante las primeras horas del tratamiento ha demostrado

correlacionarse con la disminucién en la mortalidad de los pacientes®®,

Recientemente se ha estudiado la pro-adrenomedulina (proADM) en sus funciones en los
procesos infecciosos. La adrenomedulina fue descrita primeramente como vasodilatadort?,
siendo usada como biomarcador su parte intermedia, la proADM, debido a su mayor
estabilidad. Sus niveles en condiciones normales son minimos, aumentando en procesos
patoldgicos cardiacos, respiratorios, renales y sépticos. Su sintesis y secrecién es regulada por
citoquinas inflamatorias, LPS, hormonas (glucocorticoides, angiotensina Il, aldosterona) y
factores de hipoxia, isquemia, estrés oxidativo o la hiperglucemia®. En el shock séptico se
elevan sus valores debido a la disminucién de su aclaramiento y al aumento de su produccion
por las citoquinas. Funciona como un biomarcador en sepsis tanto de diagnostico como
prondstico, puesto que niveles mas elevados de proADM se correlacionan con pacientes de

mayor gravedad y mayor tasa de mortalidad®7-6°.

Otros biomarcadores relacionados con la sepsis son las citoquinas: Interleucina 6 y 8 (IL-6 y IL-
8), a las que se les atribuye capacidad de prediccion de mortalidad’72 o bien IL-10, IL-18, TNF
a, MIF (macrophage migration inhibitory factor) o MCP-1 (proteina quimiotactica de monocitos),
cuyos niveles se encuentran mas elevados en los pacientes sépticos que fallecen en
comparacion con los que sobreviven”3. Asi pues, vemos en el estudio de Andaluz-Ojeda D.et al
que evaltan el valor prondstico de la presencia en el paciente séptico de la combinacién de

citoquinas pro-inflamatorias y antiinflamatorias IL-8, IL-6, MCP-1 e IL-1074.
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Otros biomarcadores como CD64 o suPAR (urokinase-type plasminogen activator receptor)
estan en investigacion y su validez para diagnostico y pronostico en sepsis requieren de

estudios de validacion’.

Hasta el momento presente se han evaluado méas de 180 biomarcadores diferentes por su
potencial para la deteccion de infeccion y sepsis, dando lugar a numerosos estudios clinicos y
preclinicos?® 75 76, Sin embargo, no existe todavia ningn marcador que individualmente haya

demostrado suficiente sensibilidad y especificidad para su uso clinico.

El andlisis de la expresion génica esta demostrando un gran potencial para mejorar el
diagnéstico y la evaluacién de prondstico de la sepsis’’-8%, El problema es que hasta ahora las
tecnologias disponibles para analizar el ARNm eran o bien de uso exclusivo en investigacién
por su alta complejidad (microarrays, ultrasecuenciacion), o presentaban problemas de
estandarizacién, como la PCR a tiempo real®! 82, Estos problemas se han solventado con la
aparicién de técnicas de PCR de ultima generacion como la PCR digital, sobre la cual se

comentara mas adelante.

I.C) SISTEMA INMUNE Y SEPSIS

El sistema inmune (SI) juega un papel fundamental en la sepsis, y asi se ve reflejado en las
Gltimas definiciones de consenso del afio 2016, siendo las alteraciones en la regulacién de la
respuestas del huésped el evento central de la patogénesis de la enfermedad, entre las cuales
esta la respuesta inmune 8% 8, La gran heterogeneidad de la enfermedad pone en juego la
alteracién a la vez tanto del sistema inmunolégico, como el sistema inflamatorio y el sistema de

coagulacion, con una alta variabilidad de un paciente a otro.

Algunos factores tales como la virulencia del patdégeno o el grado de invasién que presenten los
tejidos, asi como las comorbilidades del paciente, intervienen en la respuesta a la infeccion®.
Entre las manifestaciones clinicas que puede desarrollar el paciente estan el shock séptico, el
sindrome de distrés respiratorio del adulto (SDRA), o el sindrome de disfuncién multiorganica

(MODS)86. 87,
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En un escenario ideal, en el primer contacto del patégeno con el sistema inmune del huésped,
éste sistema deberia eliminar el microbio y volver a un estado de homeostasis. Cuando la
enfermedad séptica se ha desarrollado, ésto no ocurre, haciendo que continle la activacion de
los neutréfilos, asi como los macréfagos y monocitos. Sin embargo, se desarrolla una
sobreexpresion de las moléculas coestimuladoras de linfocitos y una rapida apoptosis de estos,
por el contrario, se retrasa la apoptosis de los neutréfilos, contribuyendo asi, a la patogénesis

de la sepsis.

La activacion de los receptores de las células que participan en el Sl innato reconociendo
moléculas asociadas a los patégenos, produce una gran cascada de activacion de mediadores
inflamatorios como son TNF-a, IL-1B3, IL-2, IL-6, IL-8, y IFN-y. Esta reaccion no sélo produce
dafio al patégeno sino que también produce alteraciones en el endotelio vascular, en la sintesis
de proteinas en el higado, en la quimiotaxis leucocitaria o incluso en la activaciéon del sistema

de coagulacién®g,

El sistema de coagulacion esta intimamente ligado al sistema inflamatorio, generando
activacion y consumo de trombina que acaba desarrollando una coagulacién intravascular

diseminada (CID)®°,

El rapido consumo de factores de la coagulacion produce el desarrollo de una hemorragia de
tipo difuso en la enfermedad séptica. Los receptores de las proteasas, que se encuentran en
células endoteliales, neutréfilos y monocitos, se activan uniéndose a la trombina, factor Xa y
factor tisular, lo que conlleva una activaciéon del factor Vlla que activa la via extrinseca de la
coagulacion, pero también la produccion de mediadores proinflamatorios (IL-6, IL-8), y la
adhesién molecular. Esta adhesion hace que se reclute en la vasculatura endotelial leucocitos
activados, fundamentalmente neutréfilos que producen enzimas de lisis, asi como radicales de

oxigeno y nitrégeno que facilitan el fallo microcirculatorio y de 6rgano®° °1,

En los dltimos afios, son numerosos los estudios que han intentado esclarecer y cuantificar
esta disrregulacion inmunolégica, incluso establecer un perfil inmunolégico que permita

distinguir un paciente séptico de uno no infectado8* 92-94,

El estudio EXPRESS (Gene Expression In Sepsis) evalud los perfiles de expresién génica que

se daban en los pacientes sépticos ingresado en UCI durante un afio de 2012 a 2013,
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realizando un analisis transcriptdmico de estos genes y relacionandolos con scores pronosticos
como el SOFA®, Asi, identificaron 2396 genes que se expresaban de manera diferente en un
paciente con sepsis de un paciente quirargico sin la enfermedad. De ellos, 1394 se expresaban
de forma mayor y 1032, por contrario, sufrian menores niveles de expresion, en comparacion

con un paciente sano.

Aquellos genes que se observaron que sufrian una sobreexpresidn estaban relacionados con la
inmunidad innata codificando proteasas de neutrofilo y receptores de las interleuquinas IL-1 y
IL-18, asi como genes relacionados en la sintesis de las inmunoglobulinas. Estos genes
pueden estar relacionados también con el dafio endotelial y tisular. Los genes principalmente
involucrados son: MMP8 (Metalopeptidasa 8), LCN2 (Lipocalina 2), OLFM4 (Olfactomedina),
LTF (Lactotransferrina), PRTN3 (Polimorfonuclear leucocito serin proteasa), MPO

(Mieloperoxidasa)

Por el contrario, los genes cuya expresion estd deprimida son aquellos asociados a la
inmunidad adaptativa, con funciones que afectan a la presentacion de antigeno (Imagen 7),
fundamentalmente moléculas de clase HLA Il, siendo de ellas la mas significativa el HLA-
DRA92.9.97 nero también aquellos genes relacionados con la expresion de la respuesta de las
células T y Natural Killers (NK). Los genes detectados relacionados con sinapsis inmunoldgica,
que sufren una disminucién de su expresion en la sepsis son fundamentalmente: HLA-DRA
(Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il, DR alfa), CD40LG (Ligando de factor de
necrosis tumoral), CD3E (glicoproteina CD3 de superficie células T) CD28 (glicoproteina CD28
de superficie células T), ICOS (coestimulador inducible células T). Todos estos genes estan
asociados a la presentacion de antigeno, y en la sepsis vemos como la expresion de estas
moléculas esta disminuida tanto en tejidos linfoides como no linfoides, alterando la regulacion
inmune y la respuesta antimicrobiana de las células T, asi como la respuesta de anticuerpos®®

(Imagen 7).
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Imagen 7. Presentacion de Antigeno. Genes implicados en la sinapsis inmunoldgica.

Asi pues, como bien sabemos ahora, los pacientes con sepsis grave poseen una importante
deplecion de las células linfocitarias B , T, y de las células dendriticas®. En las primeras 24h
del diagndstico de sepsis, podemos observar en los pacientes una marcada linfopenia debida
al desplazamiento de estas células del sistema circulatorio al sitio de infeccion, y también
debido a la importante apoptosis que causa un déficit tanto de células T CD4 como CD8 en el

torrente sanguineg??: 190,

Estudios que analizan los nédulos linfaticos de los pacientes fallecidos de sepsis observan y
confirman la marcada depleciébn de células T CD4 y CD8. Ademas, las células T son
considerablemente mas susceptibles a la apoptosis en estados inflamatorios como es el
desarrollo de un shock séptico y se encuentran por lo consiguiente todavia mas

depleccionadas en la sepsis0l,

En diversos estudios se observd esta misma respuesta del Sl, en la que coexiste un
incremento de la inmunidad innata frente a una depresion de la respuesta de la inmunidad

adaptativa, demostrando lo inexacto de la teoria clasica que abogaba por una consecucion de
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fases de reaccion inflamatoria exuberante dando paso posteriormente a un estado de

depresidn inmunitarial02-104,

Ademas, el estudio EXPRESS demuestra la correlacion significativa de un grupo de estos
genes con la escala SOFA de fallo de 6rgano, asi como su asociacion con el prondstico final de

los pacientes sépticos.

Asi pues, la cuantificacion de los niveles de expresion de estos genes representa una

herramienta muy prometedora en la mejora de la deteccién y el pronéstico de la sepsis.

I.D) TECNICAS DE PCR (Polymerasa Chain Reaction), PCR DIGITAL.

La PCR es una de las técnicas que podemos emplear para el estudio de los perfiles de
expresion de los genes. La PCR fue desarrollada por Kary Mullis en 1998, consistiendo en el
aislamiento y amplificacién de fragmentos determinados de ADN, gracias a la accion de la

ADN-polimerasa.

La transcriptdmica se encarga del estudio del conjunto de &cidos ribonucleicos (ARN) o
transcritos, presentes en una célula o tejido, siendo el mas importe el ARN mensajero (ARNm)
puesto que es esencial en la produccién de proteinas!®, Por lo tanto, cada célula o tejido podra
activar o inhibir la expresion de determinados genes, y ademas a su vez estos patrones de
expresiéon pueden modificarse a lo largo del tiempo y de igual modo frente a una enfermedad.
Para la deteccién de ARN por la PCR, se realiza un paso previo que transforma ARN en ADN
copia de cadena simple (ADNc), mediante la enzima llamada transcriptasa inversa. Asi, esta

nueva cadena de ADNc podré ser detectada y amplificada por la PCR.

Actualmente, se puede cuantificar el nimero de transcritos que expresa una célula o tejido y
asi conocer que genes se encuentran activos o no. Asi pues, la transcriptomica ofrece
aplicaciones para la clinical®®, utiles en enfermedades como la sepsis, permitiéndonos
comprender mejor la fisiopatologia, también la identificacion de nuevas dianas terapéuticas, asi
como la estratificacién de pacientes o el descubrimiento de biomarcadores tanto diagnésticos

(FRCER1A, LTF), como pronésticos (HLA-DRA).
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Los avances en el campo de la biologia molecular han permitido que la PCR haya
evolucionado en gran medida a lo largo de los ultimos afios (Tabla 6). La primera generacion
de PCR es conocida como PCR convencional, detectando el producto de la ampliacion
mediante electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida, siendo una medicién cualitativa, es
decir podemos decir si hemos detectado un transcrito, positivo 0 negativo, pero no la cantidad

de este en ninguno de los puntos de la reaccion.

La segunda generacion, PCR cuantitativa a tiempo real (q PCR), detecta la presencia o
ausencia de un fragmento de ADN determinado utilizando sondas fluorescentes, lo que permite
medir la amplificacion del producto mientras progresa la reaccion. Realiza una medicion
cuantitativa relativa, puesto que determina la cantidad de copia detectadas interpolando en una
curva de referencia. Por lo tanto puede verse afectada por muchos factores como la eficiencia

de la reaccién o el ruido de fondo.

Y por dltimo, la tercera generacién, PCR digital, es una combinacién de las anteriores
manteniendo el uso de sondas fluorescentes, que permite conocer los niveles de expresion de
un gen en particular, y todo ello de forma mas sensible y precisa que las anteriores, con unas
tasas de error menores!®’ . Se trata de una cuantificacion absoluta, realiza una lectura de punto
final, positivos o negativos, siendo capaz de darnos una medida exacta del numero de copias

detectadas, lo que la hace muy Util en el analisis de la expresion génica.

DN F=10G =100 = 107 = 104 = 10K = | = =10

rescence

22 Generacion ™ 30Generacion

PCR Digital

12 Generacion

PCR Cuantitativa

a tiempo real

Convencional eCuantificién

absoluta
*(2011)

eCuantificacion
relativa o absoluta
segun curva patrén

*(1996)

eDeteccion
Cualitativa

*(1983)

Tabla 6. Evolucién de la técnica PCR
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La PCR digital funciona mediante la particion de una o varias muestras de ADN o ADNc en
muchas reacciones de PCR individuales que se realizan en paralelo. Alguna de estas
reacciones contienen la molécula objetivo (positivo, habrd amplificacion), y otras por el
contrario no (negativo), determinandose también la cantidad de moléculas de ADNc presente

en cada particion en funcion de su nivel de fluorescencial®s,

Las aplicaciones que tiene esta técnica son numerosas pues permite la cuantificacion absoluta
de una secuencia de ADN o ARN, asi como la deteccién de secuencias escasas pudiendo
amplificar genes individuales de una muestra compleja, y también siendo capaz de detectar la

variacién en el nimero de copias de un gen asociado a una determinada enfermedad.

Tiene un papel fundamental en el andlisis de la expresién génica puesto que permite la
cuantificacion absoluta de los niveles de expresion de forma directa y precisa, siendo en
concreto de gran utilidad cuando los transcritos son poco abundantes o las muestras son

complejas107-109,

Por lo tanto, en nuestro trabajo pretendemos evaluar la cuantificacion de los niveles de
expresion en sangre de genes involucrados en la sinapsis inmunolégica mediante PCR digital y
su utilidad como herramienta diagnostica para diferenciar al paciente quirirgico con sepsis del
paciente quirdrgico que no presenta la enfermedad, asi como evaluar su capacidad para
predecir el riesgo de mortalidad. Ademas hemos estudiado si la combinacién con los valores de

procalcitonina puede mejorar el rendimiento de esta Ultima para el diagnéstico de la sepsis.
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Il. JUSTIFICACION

La sepsis es una enfermedad prevalente en los pacientes quirlrgicos, en los cuales causa una
gran morbimortalidad. Los casos quirdrgicos constituyen un tercio del total de los casos de
sepsis®. La alta prevalencia e incidencia de sepsis a nivel mundial y la alta probabilidad de
mortalidad en mas de un 39%, cuando se presenta en su forma mas grave, hace que su

diagnéstico y tratamiento precoz cobren una relevancia fundamentalt0. 111,

Asi pues, en los pacientes quirlrgicos que sufren sepsis, es de vital importancia el control del
foco infeccioso, pero sigue siendo un reto identificar a la mayor brevedad posible a estos
pacientes12.113, En estos pacientes algunos de los signos precoces que nos harian sospechar
del desarrollo de sepsis, puede confundirse un estado proinflamatorio con el desarrollo de
hipertermia debido a la propia cirugia o un estado mental alterado producido por la
administracion de potentes analgésicos, o bien una reduccién en la diuresis fruto de la
necesidad de mayor aporte de fluidos postoperatorios, incluso se podria asociar la hipoxia a

multiples causas que no sean la sepsis.

El uso de biomarcadores nos ayuda en el diagnostico ante la sospecha de sepsis en los
pacientes quirdrgicos*®. En la sepsis vemos la presencia de una inflamacién exacerbada a la
vez que coexiste una depresion en las moléculas involucradas en la participacion de la sinapsis
inmunoldgica''*. Por lo tanto, la combinacién de biomarcadores que reflejen el estado
proinflamatorio, con aquellos que muestran inmunosupresion podria ser una herramienta de

utilidad en la compleja tarea de la deteccion precoz de los pacientes sépticos?4 115 116,

La procalcitonina (PCT), como biomarcador en el contexto de sospecha de sepsis ante un
paciente con antecedentes, clinica compatible, y pruebas microbiolégicas que confirmen el
diagnostico, sigue siendo una herramienta valiosa y una de las mas usadas para alcanzar un
diagnéstico precoz de la enfermedad. Por otra parte, la medicion la expresion génica en sangre
de la molécula HLA-DR es una herramienta prometedora en la evaluacion del grado
inmunosupresion, asi como de prediccion de mortalidad en la sepsis® 17. 118 Para la
cuantificacion de la expresion génica de los niveles de HLA-DR en sangre hemos empleado la

Ultima generacion de la reaccion en cadena de la polimerasa llamada droplet digital PCR
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(ddPCR), la cual permite conocer los niveles de expresion de un gen en particular, y todo ello
de forma mas sensible y precisa que las anteriores generaciones, con menores tasas de

error9. 107,

Nuestro trabajo es el primero que estudia la cuantificacion de los genes alterados de la sinapsis
inmunoldgica analizando sus niveles de expresion mediante una tecnologia novedosa como la
PCR digital en pacientes con sepsis y que ademas analiza la combinacion de un biomarcador
que refleja la fase proinflamatoria como la PCT con la fase de inmunosupresion representada

por los niveles de HLA-DRA.
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ll. HIPOTESIS

En la sepsis existe disfuncion de la sinapsis inmunoldgica. La cuantificacion de la
expresién de genes que codifican proteinas participantes en la misma mediante PCR
digital puede ser una buena herramienta para la identificacién de sepsis en pacientes
quirdrgicos, asi como para la prediccion de su prondstico. La combinacion de la
cuantificacion de la expresion de estos genes con los niveles de procalcitonina podria

mejorar el rendimiento de esta Ultima para diagnosticar la presencia de sepsis.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

e Evaluar si la cuantificacion de niveles de expresion en sangre de genes de la sinapsis
inmunoldgica mediante PCR digital permite diferenciar al paciente quirdrgico con sepsis

del paciente quirtrgico que no presenta sepsis.

e Evaluar si la combinacion de la cuantificacion de los niveles de expresién de genes de

la sinapsis inmunolégica junto con los valores de procalcitonina puede mejorar el

rendimiento de esta Ultima para el diagndstico de la sepsis en pacientes quirlrgicos.

e Evaluar si los niveles de expresion de los genes de la sinapsis inmunoldgica se asocian

al riesgo de mortalidad en estos pacientes.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

e Reclutar prospectivamente una cohorte derivacion y una cohorte de validacion de
pacientes en los hospitales colaboradores con el estudio en Valladolid procedentes del
Hospital Universitario Rio Hortega, Hospital Clinico Universitario y de Salamanca del

Hospital Clinico Universitario.

e Describir las caracteristicas clinicas de los pacientes reclutados.

e Desarrollar un método de cuantificacién de la expresién de genes de la sinapsis

inmunoldgica basado en la PCR digital.
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V. MATERIAL Y METODOS

e Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional prospectivo donde se recogieron datos demogréficos,
clinicos y de laboratorio de pacientes quirirgicos ingresados en la planta de los servicios de
cirugia general, Unidades de Reanimacion y Unidades de Cuidados Criticos del Hospital
Universitario Rio Hortega de Valladolid, Hospital Universitario Clinico de Valladolid y Hospital
Universitario Clinico de Salamanca durante el periodo de abril 2013 a enero de 2018 y que
desarrollaron signos de infeccion, asi como también pacientes quirdrgicos control sin infeccion.
También se reclutaron donantes sanos, no habiendo sido sometidos a cirugia, que procedieron

del centro de hemoterapia de Castilla y Leén.

e Pacientes

Se definieron los siguientes criterios para la seleccion de pacientes:

- Criterios _de inclusién: pacientes quirargicos = de 18 afios de edad con signos de

infeccion y sospecha de sepsis que ingresaron en las plantas de los servicios de
cirugia general, REA o UCI del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid,
Hospital Clinico Universitario de Valladolid y Hospital Clinico Universitario de
Salamanca.

Grupo control sanos: pacientes sanos donantes del banco de sangre.

Grupo control de pacientes quirlrgicos: pacientes quirdrgicos ingresados sin signos de
infeccion.

Grupo casos de pacientes quirlirgicos con sepsis: pacientes quirdrgicos ingresados con
signos de infeccion, sospecha o confirmacién de sepsis, reclutados en las primeras 24h
desde el inicio de los signos de infeccién (de acuerdo a la definicion propuesta por ‘the
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus
Conference”)?7 119,

Grupo casos de pacientes quirtrgicos con shock séptico: pacientes quirdrgicos

ingresados con diagndstico de sepsis, que requieren la administracion de farmacos
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vasoconstrictores, o fallo organico grave (de acuerdo a la definicién propuesta por ‘the
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus
Conference”)?"- 119,

- Criterios _de exclusién: pacientes menores de edad, o bien que no firmen el

consentimiento informado.

Se reclutaron dos cohortes de pacientes diferentes, una inicial a la que llamamos cohorte |
0 derivacién, y una cohorte posterior llamada cohorte Il o de validacion, en la que

confirmamos nuestros resultados obtenidos en la primera cohorte (Imagen 8).

- Cohorte | o derivacion: se reclutaron 101 pacientes adultos (218 afios) hospitalizados

en el servicio de Cirugia o en las Unidades de Reanimacion Quirlrgica de los
hospitales participantes, diagnosticados de sepsis (de acuerdo a la definicién propuesta
por ‘the American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine
Consensus Conference”)?” 119 prospectivamente en el estudio desde Abril de 2013
hasta Enero de 2016. Se recluté un grupo control, constituido por 53 pacientes
quirargicos sin signos de infeccién. Finalmente, se reclutaron 16 donantes de sangre,
todos ellos de edades similares a las de los pacientes. Se utilizé un protocolo estandar
de recogida de datos clinicos, incluyendo la historia clinica, examen fisico, analisis
hematolégico, bioquimico, microbiolégico y pruebas radioldgicas. Las decisiones de
tratamiento se tomaron de forma individual no estandarizada por un médico

especialista.

- Cohorte Il o validacion. Esta cohorte estaba constituida por un total de 74 pacientes

adultos (=18 afos) hospitalizados en el servicio de Cirugia o en las Unidades de
Reanimacion Quirdrgica de los hospitales participantes, con el diagnéstico de sepsis
(de acuerdo a la definicion propuesta por ‘“the American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference”)?”: 11° incluidos
prospectivamente en el estudio en las fechas de Enero 2017 a Enero 2018. Se recluto

ademas un grupo control formado por 21 pacientes quirdrgicos sin signos de infeccion.
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Se disefidé un protocolo estandar de recogida de datos clinicos, incluyendo la historia
clinica, examen fisico, analisis hematolégico, bioguimico, microbiolégico y pruebas
radioldgicas. Las decisiones de tratamiento se llevaron a cabo de forma individual no

estandarizada pero todas ellas realizadas por un médico especialista.

Cohorte Cohorte de
Derivacion Validacion
Abril 2013-Enero Enero 2017-Enero
2016 2018
)
)
101 pacientes 74 pacientes
L quirdrgicos con —| quirdrgicos con
sepis sepsis
~——
——
)
.
Grupo control 53 21 pacientes
|| pacientes | quirurgicos sin
quirdrgicos sin infeccién
infecciéon
)
16 donantes de

sangre sanos

~——

Imagen 8. Esquema pacientes reclutados.

e Comite ético y Consentimiento informado:

El estudio fue aprobado por los respectivos Comités de ética para la investigacion clinica de los
hospitales participantes (Hospital Universitario Rio Hortega, Hospital Clinico Universitario de
Valladolid y Hospital Clinico Universitario de Salamanca). Los métodos utilizados siguen la
legislacion espafiola para la investigacion Biomédica del 2007. El consentimiento informado
escrito fue obtenido de todos los pacientes participantes o bien de sus familiares o

representantes legales, previamente a su reclutamiento.
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e Seleccién de Genes

Los genes seleccionados participan en la presentacion de antigeno, es decir, en la sinapsis
inmunolégica entre la célula presentadora de antigeno y el linfocito T CD4 14 HLA-DRA,

CD40LG, CD3E, CD28 y ICOS (tabla 7).

Disminuidas en los tejidos linfoides y no linfoides,

Moléculas presentadoras de antigeno disregulacion de células T y anticuerpos.

HLA-DRA (Complejo Mayor de Histocompatibilidad | Presentacién de péptidos de los antigenos para que

clase Il, DR alfa) sean reconocidos en su la superficie por las células T
CD4
CD40LG (Ligando Factor de Necrosis Tumoral) Expresado en la superficie de las células T. Regula la

funcién de las células B, uniéndose a ellas en superficie

CDS3E (Glicoproteina de superficie de las células T) Forma el complejo CD3-receptor en las células T
activando vias de transducciéon al reconocer sefiales

activadas por el antigeno

CD28 (Glicoproteina de superficie de las células T) Este gen esté involucrado en la activacion de la célula T,
su proliferacién, la produccion de citoguinas y la

supervivencia de las células T.

ICOS (Coestimulador inducible de las células T) Promueve la respuesta de la célula T ante el estimulo
de un antigeno extrafio y la secrecién de anticuerpos

por las células B.

Tabla 7. Genes seleccionados para el estudio, implicados en la sinapsis inmunoldgica que ven

disminuida su expresion en la sepsis.
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e Recogidade muestras:

Todas las muestras se recogieron en las primeras 24h a la sospecha o diagnostico de infeccién
0 en las siguientes 12h en el caso de los controles quirGirgicos. Se tomaron de cada paciente y
de cada control dos tubos PaxGene para el analisis de expresion génica y un tubo EDTA para
cuantificacion de procalcitonina en plasma. Ademas se realizaron las siguientes peticiones de

rutina en el laboratorio de analisis clinicos de cada hospital (Imagen 9):

- Laboratorio de urgencia: Leucograma con cayados mas el perfil de Urgencias al que se afade
la medicion de bilirrubina Total, PCR, &acido lactico, PCT, GOT. Coagulacion: Tiempo de

Protrombina, TTPA.

-Microbiologia: Cultivo guiado por foco de sospecha de infeccién, y/o dos hemocultivos

periféricos de accesos diferentes (en los pacientes con sospecha o diagndstico de infeccion)

Reclutar al paciente en el momento en el que éste presente signos de infeccion.

SOFAz 2
i Infeccion complicada
Paciente quirtrgico Infeccion no
con infeccion N complicada
\
) SOFA< 2
/ . . .z
’ Criterios de Exclusion:
¥

1.No firmar el consentimiento informado
2.Pacientes menores de edad.

TOMA DE MUESTRAS: Dentro de las
primeras 24 horas del reclutamiento

Peticiones de rutina:
Muestras para el proyecto
Laboratorio de urgencia: Leucograma con cayados + Perfil de
- ‘ Urgencias + Bil. Total, PCR, A, lactico, PCT, GOT.Coagulacion: T.
Protrombina, TTPA.

Microbiologia:Cultivo guiado por foco de sospecha de infeccién, y/o
Dos hemocultivos periféricos de accesos diferentes si procede.

1x EDTA
2x PAX gene Todos estos datos se registraran en la base de datos, junto con la
informacién clinica.

Imagen 9. Esquema reclutamiento y recogida de muestras.
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e Cuantificacion de la expresién génica y procalcitonina:

Para el analisis de la expresion génica se recogieron muestras de 2,5 mL de sangre usando los
tubos especiales de coleccion de sangre Pax Gene, en las primeras 24 horas al diagndstico de
sepsis 0 en las 12 horas siguientes a la cirugia en el caso de los grupos quirdrgicos control. Las
muestras de los donantes sanos fueron recogidas en el momento de la donacién de sangre. El
ARNmM total fue extraido de las muestras sanguineas usando el PAXgene Blood RNA System
(PreAnalytix, Hombrechtikon, Suiza). Se evalud la concentracion y la calidad de las muestras
por espectometria (Nano-Drop ND 1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) y RNA
Experion Bioanalyzer (BioRad, CA). Sélo las muestras de buena calidad y concentracion fueron
evaluadas por PCR digital. La expresion de los genes fue cuantificada por PCR digital (BioRad)
usando sondas TagMan Assay marcadas en FAM con MGB como “quencher” (Thermo
Fisher/Scientific-Life Technologies, Waltham, MA): HLA-DRA (Hs00219575 m1l), ICOS
(Hs04261471_m1), CD40LG (Hs00163934 m1), CD28 (Hs01007422_ml), CD3E
(Hs01062241 _m1). Se generé ADNc de cada muestra utilizando un termociclador Techne TC-
512 (Bibby-Scientific, Staffordshire, OSA, UK) comenzando desde 1000 ng de ARNm usando el
kit “iScript Advanced cDNA Synthesis Kit” de BioRad. El volumen obtenido de ADNc (20uL) se
diluyo (1/25) y se utilizaron 2,5 uL (5ng de mRNA total) para la cuantificacién de la expresion de
cada gen, segun las especificaciones del fabricante. El analisis de PCR digital, fue realizado
mediante la plataforma BioRad QX200 ddPCR system, utilizando reactivos estandar de BioRad

para la generacion y lectura de las gotas.

La medicion de procalcitonina en plasma se realizd6 mediante inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia en un analizador quimico (Cobas 6000, Roche Diagnostics Meylan,
France) en las muestras recogidas durante las primeras 12 horas del diagnéstico de sepsis o
en las primeras 12 horas posteriores a la cirugia en el caso de los controles, con un limite de
deteccion de 0,02 ng/mL. Los niveles de PCR fueron medidos mediante un método
inmunoturbidimétrico (€501 Module Analyzer, Roche Diagnostics), con un limite de deteccion

de 0,15 mg/dL.
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Ambas muestras, tanto las destinadas a la cuantificacion de HLA-DRA como a la de PCT
fueron almacenadas a -80°C para ser procesadas en el mismo momento con las mismas

plataformas para evitar asi sesgos debidos al andlisis en diferentes plataformas.

® Andlisis Estadistico:

Para la comparacion de variables cuantitativas continuas se empleo el test de Mann Whitney.

Para la comparacion de proporciones en variables categéricas se empled el test X2, Para

calcular la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores para distinguir entre presencia /
ausencia de sepsis o0 para distinguir supervivientes de no supervivientes se utilizo el test del
area bajo la curva. Se calcul6 el punto del area bajo la curva mas préximo a la esquina superior

izquierda (“optimal operating point”) utilizando la siguiente férmula:

OOP = \/(1 - sensibilidad)2 +(1- especificidad)2

Para calcular diferencias entre areas bajo la curva se utilizaron los test de Hanley - McNeil o el

de Delong.

Para evaluar la capacidad de los niveles de expresién de HLA-DRA para predecir mortalidad,
asi como la capacidad del ratio PCT/HLA-DRA y de la PCT para identificar presencia o
ausencia de sepsis se utilizaron modelos de regresion logistica multivariante. Las variables de
confusion se eligieron mediante regresion logistica univariante, con punto de corte p = 0.1. Para
estos modelos se crearon variables categéricas en base a los OOPs calculados en las &reas

bajo la curva.

Para evaluar el impacto de los niveles de expresién de HLA-DRA en el tiempo de supervivencia

se utilizd una curva de Kaplan Meier y el test del logaritmo del rango.
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VI. Resultados
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VI. RESULTADOS

e Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte |

En nuestra cohorte | o derivacion predominan los hombres de edad avanzada con
comorbilidades, siendo la hipertension arterial, las enfermedades cardiovasculares croénicas, la
diabetes mellitus y el cancer los antecedentes mas comunes!?0-122, | a cirugia abdominal fue la
mas frecuente en esta cohorte. De los 62 pacientes sometidos a cirugia abdominal, 46
pacientes presentaron un foco infeccioso de origen abdominal, 3 pacientes presentaron el foco
en la herida quirdrgica, 2 pacientes sufrieron infeccién urolégica como origen de la sepsis, 2
pacientes tuvieron un foco respiratorio, 1 paciente tuvo Gangrena de Fournier, mientras que en
los 8 pacientes restantes no se evidenci6 el origen del foco. La necesidad de cirugia urgente
fue mas frecuente entre los pacientes con sepsis. La enfermedad fue de origen nosocomial en
60 casos. En estos casos la sepsis siguio a la cirugia. En 41 pacientes, la sepsis se originé en
la comunidad, siendo la causa de la cirugia. Los pacientes con sepsis mas grave, evidenciada
por la escala SOFA, presentaron estancias hospitalarias mas largas. Ademas, la mortalidad
hospitalaria en el grupo de sepsis fue del 24,7%, no habiendo ningln caso de fallecimiento en

los pacientes no sépticos (tabla 8).

e Microbiologia

En la cohorte |, en el 84% de los pacientes con sepsis (n=85) se consiguié demostrar al menos
una identificacion microbioldgica positiva. En el 39,5% de los casos positivos, los cultivos
mostraron anaerobios facultativos Gram negativos bacilos de la familia de los
Enterobacteriaceae, siendo el microorganismo méas comun Escherichia coli (n=31). En el
32,93% se detectd la presencia de aerobios o facultativos anaerobios Gram positivos cocos,
siendo Staphylococcus epidermidis (n=10) y Enterococcus faecium (n=10) los microorganismos

mas frecuentes. Los hongos representaron el 5,99% de los cultivos positivos, siendo Candida

61



albicans el mas comin de ellos (n=6). Del resto de las muestras positivas, el 21,7%,

pertenecieron a otras especies microbiolégicas (tabla 9).

MICROORGANISMO N (%)

Escherichia Coli 31

GRAM-POSITIVOS (32,93%)
Staphylococcus epidermidis 10
Enterococcus faecium 10

HONGOS (5,99%)
Candida Albicans 6

OTROS (21,57%)

(84,2%)

Tabla 9. Microorganismos aislados en los pacientes quirlrgicos sépticos en la cohorte |

e Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte |l

En cuanto a la cohorte Il o de validacion, los pacientes sépticos reclutados tienen un perfil
similar siendo en su mayoria hombres de edad avanzada con comorbilidades, siendo las mas
frecuentes la hipertension arterial, la diabetes mellitus y el cancer. Como observamos en la
cohorte |, la cirugia abdominal fue el tipo de cirugia mas frecuente también en esta cohorte, asi
como la cirugia urgente en el grupo de pacientes quirlrgicos con sepsis. La sepsis fue de
origen nosocomial en 33 casos siendo la causa de la cirugia, y la escala SOFA obtuvo una
puntuacion mas elevada en el grupo de los pacientes quirlrgicos sépticos, aunque sin
diferencias significativos con respecto al grupo control. Los pacientes con sepsis tuvieron
estancias mas largas tanto en UCI como hospitalarias, y el 12,2% de los pacientes con sepsis

murieron durante la hospitalizacion, no observdndose ninguna muerte entre los grupos de
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pacientes sin sepsis (tabla 10). En cuanto a la microbiologia de esta cohorte, se obtuvieron

resultados similares a los de la cohorte derivacién.
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Pacientes sépticos

Controles

p
(n=101) quirurgicos(n=53)
Caracteristicas Edad [afios, mediana IQR] 72.0 (15.0) 64.0 (18.0) 0.006
Hombres 65.3 (66) 71.7 (38) n.s.
Hipertension arterial 55.4 (56) 60.0 (30) n.s.
Enfermedad crénica 47.5 (48) 34.0 (18) n.s.
Enfermedad crénica 14.8 (15) 21.1(11) n.s.
Enfermedad crénicarenal 14.9 (15) 2.0(1) n.s.
Comorbilidades% (n) Enfermedad crénica 3.0 (3) 5.8 (3) n.s.
Enfermedad neurolégica 5.0 (5) 3.7(2 n.s.
Enfermedad 4.0 (4) 5.6 (3) n.s.
Diabetes mellitus 34.0 (34) 18.8 (10) 0.005
Cancer 29.7 (30) 45.3 (24) 0.050
Inmunosupresién 18.0 (17) 13.9 (5) n.s.
Cirugia urgente 63.4 (64) 3.8(2) <
Cardio-toracica 30.0 (30) 39.6 (21) n.s.
Abdominal 62.0 (62) 43.4 (23) n.s.
Tipo de cirugia, % (n) Neurocirugia 1.0 (1) 1.9 (1) n.s.
Vascular 3.013) 3.7(2 n.s.
Urologica/Renal 1.0 (1) 9.4 (5) 0.011
Otros 3.0(3) 1.9 (1) n.s.
Estancia hospitalaria 26.5 (23.5) 10.0 (7.0) <
[dias, mediana IQR]
Estancia en UCI 14.0 (17.0) 4.0 (3.0) <
Evolucién y pronéstico [dias, mediana IQR]
SIRS, % (n) 100.0 (101) 56.6 (30) <
Shock septico, % (n) 61.4 (62) n.a n.a.
No supervivencia a dia 28, 19.8 (20) 0 <
Mortalidad hospitalaria, % 24.7 (25) 0 <
Desconocido 14.8 (15) n.a. n.a.
Tracto Respiratorio 18.8 (19) n.a. n.a.
Abdomen 45.5 (46) n.a. n.a.
Origen de infeccion, % (n) Tracto urinario 4.9 (5) n.a. n.a.
Herida quirurgica 5.9 (6) n.a. n.a.
Bacteriemia 4.9 (5) n.a. n.a.
Otros 4.9 (5) n.a. n.a.
Gram + 46.5 (47) n.a. n.a.
Gram - 60.4 (61) n.a. n.a.
Microbiologia, % (n) Hongos 9.9 (10) n.a na
Virus 2.0(2) n.a. n.a.
Polimicrobianos 44.6 (45) n.a. n.a.
SOFA score 8 (6) 1(3) <
Total bilirubina (mg/dl) 0.7 (1.3) 0.8 (0.5) n.s.
Glucosa (mg/dl) 152.0 (78.0) 135.0 (55.0) n.s.
Contaje plaquetario 180000 (194.7) 155000 (740000) n.s.
INR 1.3(0.4) 1.2 (0.4) n.s.
: o ScvO2 (%) 73.1 (19.0) 68.8 (80.0) n.s.
PEiEE Cl) CIEEe), PCR (mg/L) 232.3 (169.2) 57.7 (77.7) <
[mediana (IQR)] Procalcitonina (ng/mL) 5.5 (17.5) 0.5(0.9) <
Células blancas 14465 (10257.5) 12290 (4875.0) 0.023
Linfocitos (cells/mm3) 944.32 (818.6) 1008 (894.3) n.s.
Monocitos (cells/mm3) 1068.48 (51887.6) 781.8 (1327.8) n.s.
Neutrofilos (cells/mm3) 12337.0 (9220.5) 10016.0 (4704.5) 0.017
Eosinofilos (cells/mm3) 49.9 (2052.6) 12.3 (70.4) 0.019
Basofilos (cells/mm3) 78.4 (1593.2) 28.8 (68.9) 0.006
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Tabla 8. Caracteristicas descriptivas de los pacientes de la cohorte derivacidn. Variables
continuas representadas por mediana, (rango interquartil, IQR); variables categoéricas
representadas (%, n). ICU: unidad de cuidados criticos; SIRS: sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica; INR, ratio internacional normalizado; ScvO2: saturacién central venosa

de oxigeno; n.s: no significacion; n.a: no aplicable
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Pacientes sépticos Controles p
(n=74) quirdrgicos(n=21
Caracteristicas Edad [afios, mediana IQR] 70.50 (20) 70.00 (12) n.s
Hombres 58.10 (43) 61.90 (13) n.s.
Hipertension arterial 45.94 (34) 61.90 (13) n.s.
Enfermedad crénica cadiovascular 9.46 (7) 9.52 (2) n.s.
Comorbilidades Enfermedad crénica respiratoria 5.41 (4) 4.76 (1) n.s.
Enfermedad cronicarenal 8.11 (8) 9.52 (2) n.s.
(n) Enfermedad crénica hepética 2.70 (2) 0(0) n.s.
Diabetes mellitus 14.86 (11) 19.04 (4) n.s
Cancer 18.91 (14) 42.86 (9) 0.024
Inmunosupresién 9.46 (7) 4.76 (1) n.s.
Cirugia urgente 79.73 (59) 9.52 (2) <0.001
Tipo de cirugia, % Abdominal 47.30 (35) 23.81(5) n.s.
" Vascular 2.70 (2) 9.52 (2) n.s.
Urologica/Renal 1.35(1) 14.29 (3) 0.009
Otros 4.05 (3) 0 (0) n.s.
Estancia hospitalaria 16 (17) 10 (10) 0.048
[dias,medianalQR]
Estancia en UCI 3 (5) 2(2) 0.050
[dias, mediana IQR]
SIRS, % (n) 100 (74) 23.81 (5) 0.003
Evolucién y Shock septico, % (n) 48.64 (36) 0 (0) <0.001
_ Mortalidad hospitalaria, % (n) 12.16 (9) 0 (0) n.s
pronostico Tracto Respiratorio % (n) 14.86 (11) n.a. n.a.
Abdomen % (n) 40.54 (30) n.a. n.a.
Tracto urinario % (n) 5.41 (4) n.a. n.a.
Herida quirurgica % (n) 25.68 (19) n.a. n.a.
Bacteriemia % (n) 14.86 (11) n.a. n.a.
Otros % (n) 10.81 (8) n.a. n.a.
Cultivo positivo 45.94 (34) n.a. n.a.
Microbiologia, % Gram + 18.92 (14) n.a n.a
' Gram - 32.43 (24) n.a. n.a.
(n) Hongos 1.35(1) n.a. n.a.
Virus 0 (0) n.a. n.a.
Polimicrobianos 18.92 (14) n.a. n.a.
SOFA score 6 (7) 2.50(5) n.s
Total bilirubina (mg/dl) 0.82 (1.06) 0.83 (0.59) n.s.
Datos al Glucosa (mg/dl) 160.0 (73) 162 (39) n.s.
Contaje plaquetario (cell/mm3) 135000 (191.5) 209000 (146000) n.s.
diagnéstico, INR 1.22 (0.33) 1.11 (1.20) 0.023
[mediana (IQR)] PCR (mg/L) 216.84 (179.83) 103.34 (98.85) <0.001
Procalcitonina (ng/mL) 2.70 (9.35) 0.29 (0.71) <0.001
Células blancas (cells/mm3) 14960 (10600) 11280 (8075) n.s
Neutrofilos (cells/mm3) 13358.50 (11962.50) 10341(9362) n.s

Tabla 10. Caracteristicas descriptivas de los pacientes de la cohorte Il o validacion.
Variables continuas representadas por mediana, (rango interquartil, IQR); variables categéricas
representadas (%, n). ICU: unidad de cuidados criticos; SIRS: sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica; INR, ratio internacional normalizado; ScvO2: saturacién central venosa

de oxigeno; n.s: no significacion; n.a: no aplicable
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I. Niveles de expresion en sanqgre de genes de la sinapsis inmunoldégica para

identificar la presencia de sepsis v predecir mortalidad.

Resultados publicados en el articulo “Quantification of Inmune Dysregulation by Next-
generation Polymerase Chain Reaction to Improve Sepsis Diagnosis in Surgical

Patients” publicado en Annals of Surgery®3.

.1 Niveles de expresion _de genes de la sinapsis inmunoldgica entre los diferentes

grupos

Como se puede observar en los siguientes diagramas de cajas, los controles quirdrgicos
presentaron niveles menores de expresion de los genes relacionados con la sinapsis
inmunoldgica en comparacion con los controles sanos, demostrando asi la existencia de
depresion de la inmunidad adaptativa en estos pacientes por el mero hecho de someterse a la
agresion quirdrgica. Esto se observa en todos los genes y de manera significativa, como se
puede comprobar en sus respectivos diagramas de cajas (Imagen 11, Imagen 12, Imagen 13,

Imagen 14, Imagen 15).

En comparacion con los controles sanos, los pacientes quirargicos sépticos presentaron niveles

significativamente menores de expresion de todos los genes estudiados (tabla 11).

Con respecto a los controles quirirgicos, es decir aquellos pacientes quirlrgicos que no
presentan infeccion, todos los genes de la sinapsis inmunolégica presentaron niveles menores
de expresiodn génica de forma significativa, excepto en el caso del gen ICOS, que no demuestra
significacion en la disminucién de los niveles de expresion de este gen entre el grupo control
quirargico y el grupo de pacientes quirargicos sépticos pero con menor fallo de érgano (tabla

11).

Los pacientes quirargicos sépticos presentaron una depresion todavia mayor de los genes de
la sinapsis inmunoldgica analizados. El gen que presentd una mejor capacidad para diferenciar

entre pacientes quirlrgicos sépticos y pacientes sin sepsis atendiendo a sus niveles de
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expresion en sangre fue el HLA-DRA (Imagen 11). Observamos diferencias significativas al
comparar los niveles de expresién de HLA-DRA entre todos los grupos a excepcion de la

comparacion entre el grupo de pacientes sépticos con menor fallo de 6rgano y aquel con mayor

fallo de 6rgano (tabla 11).
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Imagen 11. Diagrama de cajas de HLA-DRA segun sus niveles de expresion en los diferentes

grupos. La presencia de una linea denota diferencias significativas entre grupos.
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Imagen 12. Diagrama de cajas de CD3E segun sus niveles de expresion en los diferentes

grupos. La presencia de una linea denota diferencias significativas entre grupos.
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Imagen 13. Diagrama de cajas de CD40LG segun sus niveles de expresion en los diferentes

grupos. La presencia de una linea denota diferencias significativas entre grupos.
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Imagen 14. Diagrama de cajas de ICOS segun sus niveles de expresion en los diferentes

grupos. La presencia de una linea denota diferencias significativas entre grupos.
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Imagen 15. Diagrama de cajas de CD28 segun sus niveles de expresion en los diferentes

grupos. La presencia de una linea denota diferencias significativas entre grupos.

Observamos como varia la expresion de los genes de la sinapsis en la sepsis de forma paralela
con el grado de disfuncion de 6rgano, objetivado por la escala SOFA. A mayor fallo de 6rgano,

menor expresién en los niveles de los genes de la sinapsis inmunoldgica.

En el andlisis de Mann Whitney (tabla 11) podemos objetivar como la expresion de los genes
de la sinapsis inmune disminuye de forma significativa conforme al fallo de érgano y también
cuando comparamos entre grupos. De igual manera, ocurre en los diferentes grupos de
nuestros pacientes con la determinacion de los valores en sangre del biomarcador clasico
procalcitonina, que asciende de forma significativa a mayor fallo de érgano. Observamos como
la procalcitonina también varia su valor, en este caso aumenta, al comparar el grupo control de
pacientes sanos con respecto a los pacientes controles quirdrgicos que no estan infectados,
atribuyendo este aumento al propio hecho de haberse sometido a la cirugia. Como ocurre en el
caso de los genes, sus valores se ven alterados de manera significativa al comparar las
diferencias de sus niveles en todos los grupos, con un gran aumento en el grupo de pacientes

sépticos con més fallo de 6rgano.
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0.03 0.50 1.63 12.09

[0.02] [0.97] [5.25] | [50.46] | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001
2142 1824

7618 [2973] | 4468 [3884] | [2449] | [2320] | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 | n.s
60 37 23

247 [119] [59] [43] [26] | <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.006 | <0.001 | 0.008
404 243

2524 [1054] | 712[754] | [461] [278] | <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.003 | <0.001 | 0.005
99 73 47

386 [117] [109] [75] [68] | <0.001 | <0.001 | <0.001 | 0.017 | <0.001 | 0.014
92 33 27 15

[47] [36] [30] [20] | <0.001 | <0.001 | <0.001 | ns | <0.001 | 0.015

Tabla 11. Mann Whitney. Niveles de expresién de los genes de la sinapsis inmunoldgica en los

diferentes grupos de pacientes. Mediana [Rango Interquartil] n.s: no significativo

1.2 Sensibilidad v Especificidad para identificar la presencia de sepsis

En un siguiente paso utilizamos curvas ROC para evaluar la precisién de la expresion de los

niveles de los genes de la sinapsis inmunolégica para el diagnéstico diferencial entre pacientes

quirargicos con sepsis y los no sépticos.

Todos los genes de la sinapsis inmunolégica estudiados presentaron AUROC significativas

para el diagnéstico diferencial de pacientes quirdrgicos con sepsis de aquellos que no padecian

sepsis.

De entre los genes de la sinapsis inmunolégica, el que presentd un mejor balance entre
sesibilidad y especificidad para diferenciar entre la presencia o ausencia de sepsis fue el HLA-

DRA (figura 16)

Al gen HLA-DRA, le siguieron los genes CD3E (figura 17), CD40LG (figura 18), CD28 (figura

19) y por ultimo el gen ICOS (figura 20).
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Imagen 16. AUROC expresion del gen HLA-DRA para el diagnéstico diferencial de pacientes

sépticos y no sépticos (ausencia de sepsis)
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Imagen 17. AUROC expresion del gen CD3E para el diagndstico diferencial de pacientes

sépticos y no séptico (ausencia de sepsis)
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Imagen 18. AUROC expresion del gen CD40LG para el diagndstico diferencial de pacientes

sépticos y no sépticos (ausencia de sepsis)
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Imagen 19. AUROC expresion del gen CD28 para el diagnostico diferencial de pacientes

sépticos y no sépticos (ausencia de sepsis)
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Imagen 20. AUROC expresion del gen ICOS para el diagnéstico diferencial de pacientes

sépticos y no sépticos (ausencia de sepsis)
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Area [1C95%)] p OOP Se (%) Es (%)
0.80 0.73 0.88 <0.001 1.115 73.3 75.5
0.80 0.73 0.87 <0.001 3464 69.8 76.2
0.73 0.64 0.82 <0.001 414 71.7 63.4
0.72 0.64 0.81 <0.001 42.2 71.7 66.3
0.70 0.61 0.78 <0.001 72.2 69.8 60.4
0.67 0.59 0.76 <0.001 254 69.8 58.4

Tabla 12. Areas bajo la curva (AUROC) de niveles de expresion de HLA-DRA, CD40LG, CD3E,
CD28, ICOS para diferenciar pacientes sépticos y controles. IC: Intervalo de confianza, Se:
Sensibilidad, Es: Especificidad * AUROC para detectar ausencia de sepsis. OOP (optimal
operanting point): punto de corte 6ptimo.

En la tabla 12 observamos los datos numeéricos de las AUROC, nivel de significacién y puntos
de corte Optimos recogidos de todos los genes estudiados. El gen que mejor diferencia a
pacientes controles quirirgicos no sépticos de pacientes quirirgicos con sepsis es HLA-DRA,
obteniendo como vemos en las graficas un area bajo la curva de 0.80, similar a los valores

obtenidos para la procalcitonina.

Sin embargo, como ya hemos remarcado, el resto de genes también presentan AUROC

significativas para el diagnostico diferencial entre pacientes con sepsis y no sépticos.

Ademas, se calcularon los puntos de corte 6ptimos (OOP) tanto de los diferentes genes como
de la procalcitonina para el diagndstico diferencial entre pacientes sépticos y no sépticos,
observandose nuevamente que HLA-DRA es el gen que posee el mejor balance entre

sensibilidad (69,8%) y especificidad (76,2%).
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1.3 Asociacion entre niveles de expresién génica y mortalidad hospitalaria

El analisis multivariante demostrdé que los niveles bajos de expresion génica de HLA-DRA se
asociaron de manera inversa e independiente a un mayor riesgo de mortalidad hospitalaria. Las
variables de ajuste fueron la escala SOFA, antecedente personal de padecer diabetes mellitus,
presencia de gérmenes Gram +, presencia de infeccién fangica. Asi pues, el hecho de tener
menos de 1976 copias/ng de HLA-DRA al diagndstico de la enfermedad séptica multiplica por
cinco la probabilidad de muerte hospitalaria de manera significativa en los pacientes quirlrgicos
con sepsis. También observamos como la diabetes mellitus como antecedente o el aumento en
la escala SOFA de dafio de érgano, incrementan el riesgo de mortalidad hospitalaria en estos

pacientes (tabla 13).

,000 1,431 1,197 1,710
,014 4,443 1,344 14,681
,555 , 704 ,219 2,258
401 2,093 374 11,717
,007 5,162 1,551 17,177

Tabla 13. Andlisis multivariante. Variables de ajuste: SOFA, DM (diabetes mellitus), Gram pos,
Hongos, HLA-DRA(1976).
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El andlisis de Kaplan-Meier mostré que la presencia de niveles de expresion de HLA-DR por
debajo de 1976 copias se tradujo en un menor tiempo de supervivencia. Estos pacientes ven

acortada su supervivencia en 3 dias de media, (23 vs 26 dias )(Imagen 21 y Tabla 14).
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Imagen 21. Kaplan-Meier, andlisis de supervivencia a los 28 dias posteriores al diagnostico de
sepsis segun los niveles de expresion génica de HLA-DRA

23,58 1,22 21,17-25,99

26,93 0,52 25,89-27,96

Tabla 14. Tabla datos Kaplan Meier disminucion de dias de supervivencia segun niveles de
expresion génica de HLA-DRA al diagndstico de sepsis.
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Il. Utilidad de la combinacidn de la cuantificaciéon de los niveles de expresion de

genes de la sinapsis inmunoldgica junto con los valores de procalcitonina para

el diagnodstico de la sepsis en pacientes quirlirgicos.

Resultados publicados en el articulo “Combined quantification of procalcitonin and HLA-

DRA improves sepsis detection in surgical patients”. Scientific Reports'®

Como comprobamos en el trabajo anterior, la cuantificacion de los niveles de expresion de los
genes de la sinapsis inmunoldgica es una herramienta valiosa en la deteccion de sepsis en los
pacientes quirargicos, siendo el HLA-DRA el que mejores resultados ofrece tanto en el
diagnostico diferencial de la enfermedad como incluso su asociacion al riesgo de mortalidad

hospitalaria.

Por este motivo, en un segundo paso evaluamos la precision diagnéstica de la combinacion de
los niveles plasméticos de biomarcadores clasicos como procalcitonina y los niveles de

expresion de HLA-DRA en sangre para detectar sepsis en pacientes quirdargicos.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se describen las tablas 8 y 10.

1.1 Concentracién de PCT y HLA-DRA en los grupos de la cohorte

En la siguiente imagen (Imagen 22), se muestra como los valores de procalcitonina aumentan
con el fallo de érgano medido por la escala SOFA en los pacientes quirdrgicos diagnosticados
de sepsis. Por el contrario, los niveles de expresion de HLA-DRA disminuyen conforme

aumenta la puntuacion en la escala SOFA en estos pacientes.

En consecuencia, el ratio entre ambos biomarcadores aumenta con la gravedad de la
enfermedad. Los niveles de procalcitonina y HLA-DRA muestran una correlacion inversa y

significativa.
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Imagen 22. Grafica de puntos de la distribucion de los pacientes en funcion de la escala
SOFA, niveles de PCT, niveles de HLA-DRA, y el ratio PCT/HLA-DRA.

1.2 Sensibilidad vy Especificidad para identificar la presencia de sepsis

El area bajo la curva obtenido de la procalcitonina para la diferenciacion entre pacientes
quirargicos sépticos de los no infectados se comparé con el obtenido del ratio PCT/HLA-DRA.
Como evidencia el test DeLong, el ratio PCT/HLA-DRA es capaz de mejorar la precision

diagndstica de la PCT de manera significativa (Imagen 23).
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Imagen 23. Andlisis AUROC para el diagndstico diferencial entre pacientes quirargicos sépticos
y los controles quirdrgicos sin sepsis. OOP: optimal operating point, Se: sensibilidad, Sp:
especificidad.

El ratio PCT/HLA-DRA mejora la capacidad diagnéstica del uso aislado de la PCT al tener
mejor balance sensibilidad y especificidad con una AUROC de 0.85 en comparacién con la
PCT en solitario de AUROC 0.80. Ademas, observamos que esta diferencia es significativa
con una p 0,003. Como podemos observar en la tabla de la imagen 23, ambas curvas ROC
posen muy buenos valores tanto de sensibilidad como especificidad, siendo capaz de alcanzar

el ratio propuesto de PCT/HLA-DRA una sensibilidad mayor de 0.8.

Ademas, calculamos el punto de corte 6ptimo (OOP) para la procalcitonina y el ratio que
combina ambos biomarcadores, obteniendo de nuevo muy buenos valores de sensibilidad y
especificidad y demostrando mejores resultados para la combinacion de PCT/HLA-DRA en

comparacion de los resultados de la procalcitonina de forma aislada.
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El andlisis multivariable demostré que el ratio PCT/HLA-DRA mejora la precision diagnostica de
la procalcitonina en solitario (tablas 15 y 16). La asociacion entre este ratio y sepsis fue
independiente de la gravedad de la enfermedad o de otros factores de confusion como las
comorbilidades que pudiese padecer el paciente previamente, como también el estado
inflamatorio basal valorado por los niveles de proteina C reactiva en plasma y la cantidad de

neutroéfilos en sangre.

En nuestros resultados también observamos que tanto el aumento en la escala SOFA, como
que la cirugia sea urgente o la proteina C reactiva son marcadores independientes de sepsis,

incrementando el riesgo de padecer la enfermedad en los pacientes quirdrgicos.

Por lo tanto, tener ratio PCT/HLA-DRA > 0,0003 multiplica por siete la probabilidad de padecer
sepsis de manera significativa en los pacientes quirdrgicos. En cuanto a la procalcitonina en
solitario, vemos que valores >1.115 ng/ml aumentan por cuatro el riesgo de padecer sepsis

entre los pacientes sometidos a cirugia (tablas 15 y 16).

1,47 1,16-1,87 0,002 1,49 1,17-1,90 0,001
1,00 0,94-1,06 0,873 1,01 0,96-1,07 0,714
45,70 7,02-297,33 <0,001 41,57 6,77-255,39 <0,001
8,09 0,40-165,00 0,174 4,74 0,26-86,12 0,293
1,08 0,29-4,00 0,908 1,24 0,33-4,60 0,748
2,89 0,69-12,22 0,149 2,41 0,61-9,57 0,210
1,00 1,00-1,00 0,467 1,00 1,00-1,00 0,436
1,00 1,00-1,01 0,026 1,00 1,00-1,01 0,021
7,66 1,82-32,29 0,006 - - -

- - - 4,21 1,15-15,43 0,030
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Tabla 15. Andlisis multivariante para evaluar el riesgo de padecer sepsis en la cohorte | basado
en el ratio PCT/HLA-DRA o en funcién de los niveles de PCT. (Concentracién de neutréfilos en
sangre; cel/mms3)

Los resultados fueron validados en una segunda cohorte:

Analisis multivariante ratio Analisis multivariante PCT

PCT/HLA-DRA

IC 95% IC 95%

SOFA score 0,7-1,25 0,77-1,30

Cirugia urgente 45,68 2,8-744,81 <0,007 31,87 2,95-344,67 <0,004

Céancer 0,17 0,02-1,34 0,092 0,20 0,03-1,34 0,097

Concentracion de neutroéfilos 1,00 1,00-1,00 0,471 1,00 1,00-1,00 0,754

en sangre

Proteina C Reactiva 1,00 0,98-1,02 0,941 1,01 0,99-1,02 0,503

PCT/HLA-DRA>OOP (0,0003) 34,86 1,22-995,08 0,038 - - -

PCT>00P (1.115ng/ml) R R - 5,52 0,40-75,78 0,201

Tabla 16. Andlisis multivariante para evaluar el riesgo de padecer sepsis en la cohorte Il
basado en el ratio PCT/HLA-DRA o en funcion de los niveles de PCT. (Concentracién de
neutréfilos en sangre; cel/mm?)
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VII. Discusion
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VIl. DISCUSION

La deteccion precoz de la sepsis es vital para el éxito del tratamiento y evolucién de la
enfermedad. Es un reto particularmente importante en los pacientes sometidos a cirugia, donde
una pronta intervencion y control del foco infeccioso es crucial para aumentar la supervivencia

de éstos.

En los pacientes quirdrgicos, algunos de los signos que nos podrian hacer pensar en el
diagnéstico de sepsis, pueden enmascararse debido a la propia cirugia o del manejo
perioperatorio analgésico que precisan. Por lo tanto, es fundamental que en este tipo de
pacientes podamos contar con biomarcadores que puedan diagnosticar la enfermedad de la

forma mas precoz y fiable posible.

En la sepsis observamos la coexistencia de una respuesta inflamatoria exacerbada con la
depresion de la expresién de los genes de la sinapsis inmunolégica 4. Los biomarcadores
clasicos hasta ahora utilizados nos ayudan en el diagnostico ante la sospecha de sepsis*?, pero
ante esta realidad parece razonable apostar por la combinacion de biomarcadores que reflejen

el estado proinflamatorio con aquellos que muestran inmunosupresion?t: 115116,

Esta tesis doctoral trata de mostrar la utilidad de la cuantificacion del grado de
inmunosupresion en el diagnostico de la sepsis y cémo este diagnostico mejora gracias a la
combinacion de un marcador que valora la inmunosupresién con los bhiomarcadores

clasicamente utilizados como la PCT.

Utilidad de la PCR digital

Un punto importante a remarcar en nuestro trabajo es el uso pionero de una nueva tecnologia
de PCR de tercera generacién para la cuantificacion de expresion génica, la PCR digital
(ddPCR) °6. 107 (Imagen 24). Cabe destacar también que para este trabajo desarrollamos una

nueva forma de reportar los resultados de cuantificacion de los niveles de expresion génica,
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consistente en referir los mismos a copias de ADNc por nanogramo de ARNm de partida,
método que evita utilizar genes housekeeping de referencia y que ha sido refrendado por una

publicacién en Annals of Surgery, primera revista en impacto en el area de la Cirugia®.

Ventajas de la PCR digital frente a la PCR en tiempo real y a la citometria de flujo

La cuantificacién de la expresién génica mediante microarrays o PCR en tiempo real (22
generacion) ha sido muy utilizada para la identificacién de biomarcadores en sepsis. Como
referencia encontramos los trabajos de Cajander y col.9% 124 en los cuales esta tecnologia ha
sido utilizada para medir HLA-DR. Sin embargo, el uso de ddPCR para este fin es novedoso,

siendo nuestro trabajo el primero realizado mediante PCR digital en sepsis.

La PCR en tiempo real es una técnica que precisa de un gen de referencia housekeeping, a
partir del cual crea una curva patrén, lo que crea problemas en la estandarizacién y ademas la
medicién que ofrece es semicuantitativa, a diferencia de la PCR digital que es cuantitativa

absoluta y no precisa de genes de referencia.

La PCR digital es capaz de dar resultados de cuantificacion de ARNm en menos de cuatro
horas, con un coste aproximado de veintiseis euros por determinacion. A diferencia de la PCR
en tiempo real, la PCR digital es una técnica facilmente reproductible, muy exacta y rapida, que
ademas posee gran sensibilidad y evita problemas de otras generaciones anteriores como la
necesidad de utilizar curvas patréni®, Por lo tanto, pensamos que es buen método para ser

aplicado en clinica (tabla 17).
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Tabla 17. PCR tiempo real vs. PCR digital
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Por otro lado, hasta la fecha, la mayoria de los trabajos que han medido HLA-DR se han
realizado mediante citometria de flujo!?5-127, Una de las desventajas de esta técnica es la
necesidad de preservar las células vivas para poder medir la unién de anticuerpos a la
superficie de la célula, al contrario que la PCR digital que no es esclava del tiempo, puesto que
es posible analizar la muestra después de haberla congelado en un tubo Pax gene, incluso si

se quiere meses después.

Encontramos en la literatura usos frecuentes de la PCR digital, entre ellos la deteccion de
moléculas tumorales en las muestras bioldgicas?® o de enfermedad minina residual, como en
el caso de la leucemia después de haber realizado el trasplante de medula ésea, asi como el
diagnéstico a través de ARNm de multiples y diversas enfermedades!?®. Sin embargo, no
existen trabajos previos que utilicen esta técnica en los pacientes con sepsis previamente a
nuestro estudio. Por otro lado, no solo se propone su uso como deteccion, es decir diagndstico,
sino que se abre la puerta a que sea Util tanto en el seguimiento y respuesta de los
tratamientos, asi como en el prondstico, poniendo de manifiesto la utilidad de la técnica y su

potencial aplicacion a la clinica.

Depresion de los niveles de expresidon de los genes de la sinapsis inmunoldgica

en la sepsis

En cuanto al diagnéstico de sepsis, la depresion de los niveles de expresién de genes
involucrados en la sinapsis inmunolégica es una sefial biolégica de la enfermedad'*. En
nuestro trabajo encontramos esta depresion también en los pacientes sometidos a cirugia que
no presenta sepsis. Existen diversos estudios que han caracterizado los fenotipos
inmunoldgicos que se desarrollan en los pacientes sépticos, asi en el estudio de Davenport y
col. se identifico la disminucion de la expresion de estos genes en los pacientes sépticos con
neumonia adquirida en la comunidad pero mediante el uso de microarrays®2. Otro estudio a

destacar es el estudio EXPRESS, en el cual entre otros se identifican los principales genes
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relacionados con la presentacion de antigeno y que ven disminuidos sus niveles de expresion

con la sepsis?’.

En este sentido, en nuestro trabajo demostramos que debido a la depresién funcional por la
que las células no estan produciendo la expresion de estos genes, bien por la disminucion del
namero de células presentadoras de antigeno, o de monocitos, o bien de linfocitos B,
observamos niveles deprimidos de los transcritos de ARN mensajero correspondiente a los
genes analizados en los pacientes quirdrgicos, con mayor depresién si son ademas pacientes

sépticos, y alin mas si estan graves.

En la sepsis se observa como la expresion de las moléculas presentadoras de antigeno esta
disminuida tanto en tejidos linfoides como no linfoides, alterando la regulacién inmune y la
respuesta antimicrobiana de las células T, asi como la respuesta de anticuerpos®. Realmente
desconocemos el motivo por el cual estos genes ven deprimida su expresion. Puede que las
células hayan muerto o bien migrado a los tejidos, o puede simplemente que no estén
expresando estos genes. En cualquier caso, elucidadas las causas de esta hipo-expresion no
es el objeto de esta tesis, sino evaluar su utilidad como biomarcadores para el diagnéstico de la

sepsis.

Los genes implicados en la sinapsis inmunoldgica y que nosotros empleamos en nuestro
estudio son HLA-DRA, CD3E, CD40LG, CD28 e ICOS. Estos genes estan relacionados con la
inmunidad adaptativa, realizando la presentacién de antigeno, es especial las moléculas de

clase HLA I, de ellas fundamentalmente HLA-DRA92. 96. 97

Entre los genes estudiados en nuestro trabajo el gen que sufre una mayor depresion en su
expresion es el gen HLA-DRA, seguido de CD3E. Como podemos observar en nuestro trabajo,
en los diagramas de cajas analizados en los resultados, los pacientes quirlrgicos no sépticos
ven disminuidos sus niveles de expresién en los genes de la sinapsis inmunolégica a pesar de
no estar infectados. Ademas, cuanto mayor es el fracaso de la funcién organica observamos
como hay una mayor diminucibn de los niveles de expresion en estos genes,

correlacionandose con la disfuncion y el fracaso de 6rgano.

El gen HLA-DRA vy la depresién de sus niveles en pacientes criticos (sepsis, pancreatitis,

pacientes quemados o quirlrgicos) se ha estudiado ampliamente desde hace unos afios atréas.
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Numerosos articulo han descrito la disminucidon de la expresion en sus niveles durante el
desarrollo de la sepsis utilizando diferentes tecnologias para la medicion desde citometria de
flujo, microarrays, hasta técnicas de PCR, pero en ningin caso PCR digital. Cajander y col.%
124 propone en diversos estudios la medicion de HLA-DRA mediante gRT-PCT para identificar
pacientes con sepsis grave Yy cuantificar la inmunosupresién desarrollada durante la
enfermedad, relacionando esta depresidon de los niveles expresados de HLA-DRA con el
pronéstico de la enfermedad, y su utilidad en el tratamiento para aquellos pacientes que
pudiesen beneficiarse de terapias de inmunoestimulacion. En nuestro trabajo, demostramos la
utilidad de la medicién de los niveles de expresion de este gen en pacientes sépticos como una
herramienta util también para el diagnostico diferencial y ademas eliminamos las desventajas
de la PCR de tiempo real al usar la evolucién de la PCR digital. En nuestra opinién, una de las
principales desventajas en estos estudios hasta la fecha es la limitacién de la aplicaciéon tanto
de los microarrays como la PCR a tiempo real en la practica clinica diaria, superada con esta

nueva tecnologia.

Son también numerosos los estudios que relacionan de forma significativa el descenso de los
niveles de HLA-DRA con el riesgo aumentado de mortalidad hospitalaria. Monneret y col.
relaciona la disminucién en la expresion de este gen en pacientes sépticos con el prondstico de
mortalidad en su estudio de 200630, Posteriormente, Cazalis y col. también confirma en su
estudio!” la relacion entre la disminucién de expresién del HLA-DRA y la mortalidad en la
sepsis. Con nuestro trabajo demostramos que el gen HLA-DRA es el Gnico gen de la sinapsis
inmunoldgica que se asocia de forma independiente con el riesgo de mortalidad hospitalaria,
confirmando ser por tanto un pilar clave en la presentacion de antigeno en la sepsis.
Observamos que en los pacientes que en un inicio de la enfermedad se cuantifican niveles de
expresion mas bajos de HLA-DRA, presentan con mayor probabilidad peor pronéstico
incrementado el riesgo de mortalidad. Pero es gracias a la nueva tecnologia empleada de la
PCR digital y al método que hemos disefiado especificamente, que podemos cuantificar los
niveles de expresién demostrando que tener < 1976 copias de HLA-DRA por nanogramo al
diagndstico de sepsis incrementa por cinco la probabilidad de mortalidad hospitalaria de

manera significativa. En el analisis de Kaplan-Meier demostramos también que la presencia de
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niveles de expresion de HLA-DR por debajo de 1976 copias se tradujo en un menor tiempo de

supervivencia, acortandose en tres dias de media.

Con respecto al resto de genes de la sinapsis inmunoldgica que hemos estudiado, el siguiente
gue mejores resultados ofrece en cuanto a la disminucién de sus niveles de expresion de forma

significativa entre los diferentes grupos es el gen CD3E.

El gen CD3E es una glicoproteina que se encuentra en la superficie de las células T formando
parte un receptor que transmite sefiales intracelulares para la activacion de cascadas de
transduccion cuando es reconocido el antigeno en superficie. En la literatura se le relaciona
con la presentacion de antigeno y su alteracion en la regulacién durante la sepsis. Almansa y
col. en su estudio EXPRESS observa la disminucion de sus niveles de expresién al caracterizar
la alteracion del sistema inmune desarrollada durante la sepsis®”. En anteriores articulos,
Unicamente habia sido identificado como gen implicado en la sinapsis inmunolégica®’: 14, En
nuestro trabajo observamos que, aunque a diferencia del HLA-DRA el gen CD3E no se
relaciona de forma independiente con el aumento del riesgo de mortalidad hospitalaria, es
claramente capaz de diferenciar entre los diversos grupos de pacientes no infectados tanto
controles sanos, como quirdrgicos sanos. Ademas, también es capaz de hacerlo de forma
significativa entre los pacientes quirargicos sépticos con menor disfuncién organica de aquellos
que presentan mayor gravedad con SOFA>8. En nuestro estudio es la primera vez que se
analiza la capacidad del gen CD3E para hacer diagnostico diferencial entre diferentes grupos

de pacientes sanos y sépticos, asi como segun la gravedad de la enfermedad.

En cuanto al gen CD40LG, se identifica también en la literatura ya mencionada como gen
implicado en la sinapsis inmunoldgica y por tanto afectado en su expresion en la sepsis.
Nosotros observamos de nuevo resultados significativos al demostrar su capacidad para el
diagndstico de la enfermedad. Este gen, al igual que los dos anteriores mencionados, posee
niveles de expresion disminuidos en los controles quirdrgicos, y de manera més acusada en los
pacientes sépticos, sobre todo en lo pacientes mas graves. También posee un buen balance
entre sensibilidad y especificidad en su curva ROC, al igual que los genes anteriores, aunque el
HLA-DRA reporta mejores resultados. Sin embargo, al igual que ocurre con el gen CD3E, no se

le relaciona con un aumento en la probabilidad de mortalidad hospitalaria.
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La deficiencia del gen CD40LG, se asocia también en la literatura con el desarrollo del
Sindrome de Inmunodeficiencia con Hiper- IgM (X-linked immunodeficiency with hyper-ilgM)
(HIGM1), siendo ésta una inmunodeficiencia primaria congénita la cual se caracteriza por el
desarrollo recurrente de infecciones, con mayor frecuencia del tracto respiratorio superior e
inferior, donde los niveles plasmaticos de la inmunoglobulina M (IgM) son normales o bien
estan aumentados, pero se detectan niveles disminuidos de las inmunoglobulinas G, A, y E
(IgG, IgA, IgE)'3L. Estos pacientes tienen una deficiencia en la produccién de la proteina
CD40LG, la cual se encuentra en la superficie de los linfocitos T, para realizar su funcion de
presentadora de antigeno a los linfocitos B, hecho que se ve truncado por su deficiencia,
impidiendo asi que los linfocitos B cambien su producciéon de IgM a IgG e IgA32, Diversos
estudios reportan casos clinicos de esta enfermedad utilizando diferentes técnicas, en la
mayoria de los casos citometria de flujo o bien PCR en tiempo real’®2. Una vez mas no
encontramos en la literatura que se haya usado la PCR digital como técnica de cuantificacion
de expresion de los niveles de este gen, método que podria ser util en el diagnéstico precoz de
la enfermedad ya que afecta fundamentalmente a nifios en su primer afio de vida, asi como un

papel importante en la valoracion de la terapia inmune a seguir en el tratamiento33,

En cuanto a los resultados hallados en nuestro trabajo con respecto al gen ICOS, no
encontramos estudios previos que demuestren la variacién de los niveles de este gen en los
diferentes grupos de pacientes, observando asi su capacidad para diferenciar de forma
significativa segun sus niveles de expresion a controles sanos, de controles quirargicos no

infectados y también de aquellos pacientes quirargicos infectados.

Como observamos en los genes anteriores, en nuestro trabajo encontramos la capacidad del
gen CD28 para discriminar entre los diferentes grupos de pacientes segun sus niveles de
expresion. Este andlisis no lo encontramos en otros trabajos publicados previamente en la
literatura. EI gen CD28 codifica el receptor CD28 presente en la membrana de los linfocitos T
involucrado en la sinapsis inmunoldgica y si existen trabajos que identifican al receptor CD28
como una diana de ataque sobre la que actlan las toxinas bacterianas de gérmenes gram
positivos?®4, A estas toxinas se las llaman superantigenos y tienen la capacidad de interactuar
sobre el receptor CD28 en su union a B7-2, hecho necesario para la presentacién de antigeno

por parte de las células presentadoras de clase Il. Estas toxinas inducen una unién
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patolégicamente enérgica del receptor, desarrollando una respuesta inflamatoria exacerbada
debida a la consecuente hiperestimulacion de la liberacién de citoquinas's®. Es por ello, que en
diversos articulos se propone el desarrollo de un péptido similar a las toxinas que pueda
blogquear esta respuesta como parte de una posible herramienta para el tratamiento de
pacientes con este tipo de infeccion bacteriana, protegiendo asi al huésped de la letal y
exagerada repuesta proinflamatoria®®. Incluso, se habla de que pudiese ser eficaz también en
las infecciones por bacterias gram negativas o polimicrobianas debido a la respuesta de
liberacion exagerada de TNF a o IL-6 inducida por la estimulacién del receptor CD28%6, En la
actualidad, existen ensayos en fase 3 usando una molécula peptidica similar a CD28 en
pacientes con infecciones necrotizantes de tejidos en las cuales a menudo es necesaria la
amputacién completa o de una parte extensa de la extremidad o de la zona necrética con una

alta tasa de mortalidad?3¢,

En nuestro trabajo defendemos la cuantificacion de los niveles de expresion de los genes de la
sinapsis inmunoldgica como una herramienta util en el diagnéstico de los pacientes quirirgicos
con sepsis, pero también creemos en su utilidad como monitorizacion del estado inmune de los
pacientes y su uso en la evaluacion del prondstico y tratamiento de los enfermos. En especial,
como demuestran nuestros datos y otros estudios, la expresiéon del gen HLA-DRA demuestra
ser un buen indicador del estado inmune del paciente y demostramos su relacién con la
mortalidad siendo un factor de riesgo independiente. Ademas, proponemos la combinacion de
los niveles de expresiéon de HLA-DRA con los niveles en sangre del biomarcador clasico
procalcitonina, demostrando que mejora la capacidad diagnéstica de la procalcitonina en

solitario de manera significativa.

Utilidad de la procalcitonina

La procalcitonina sigue siendo un biomarcador de referencia en sepsis aportando informacion
valiosa tanto para el diagnostico como para guia de la terapia antibidtica o incluso para el
pronodstico. Numerosos trabajos sobre este biomarcador evidencian su utilidad, no sin remarcar
la necesidad de apoyarse en otros datos clinicos o biomarcadores para una mayor precisién
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diagnéstica’®”. Los niveles de procalcitonina nos ayudan a discriminar entre una infeccion
bacteriana o viral. La PCT tiene una vida media corta (25-30h) y sus niveles descienden
rapidamente cuando se controla la infeccién!®, Estas propiedades hacen que este biomarcador
muy valioso como guia en la retirada temprana de la terapia antibidética con una mayor
seguridad®®®. A este respecto, existen ensayos que han demostrado cémo el uso de algoritmos

basados en los niveles de PCT pueden reducir de manera segura el uso de antibiéticos140. 141,

No encontramos en la literatura otros estudios que realicen un analisis de la capacidad
diagnostica en sepsis de los genes implicados en la sinapsis inmunoldgica en los diferentes
grupos de pacientes que hemos realizado en nuestro estudio, y tampoco que combinen
distintos biomarcadores demostrando mejorar la capacidad diagnéstica del uso en solitario de
la procalcitonina, como tampoco que usen una tecnologia puntera como la PCR digital en
sepsis que demuestra ser aplicable a la clinica y evite los problemas de otros métodos de

analisis de expresion génica.

Futuras perspectivas

Cada vez son mas los estudios que demuestran la importancia de la sinapsis inmunoldgica en
el desarrollo de la sepsis, el papel fundamental que puede tener ser capaces de cuantificar la
inmunodepresién de nuestros pacientes, y en especial en aquellos que pueden partir de un
estado previamente inmunocomprometido como el hecho de ser sometidos a cirugia. Como
nosotros proponemos en nuestro estudio, la valoracion de la disminuciéon de los niveles de
expresion de los genes de la sinapsis inmunolégica puede tener implicaciones no sélo en el
diagndstico de la sepsis, sino en el prondstico de nuestros pacientes, asi como en la valoracién
individualizada de la terapia clasica o de la inmunoterapia en cada paciente, que es cada vez
mas defendida en la literatura y para la cual se necesitan de biomarcadores y tecnologia que

sea capaz de valorar de forma rapida y fiable el estado inmune del paciente!42.

En los Ultimos afios, numerosos ensayos clinicos estudian la terapia inmune como una opcién

de tratamiento que pudiese ser satisfactoria en la sepsis. Parece por ello estar cada vez mas
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justificado que seamos capaces de evaluar el estado inmune de nuestros pacientes a tiempo
real, pudiendo ser la clave para el éxito de estas terapias'*®. Nuestro estudio demuestra que la

PCR digital puede ser util a este respecto.

Las nuevas terapias inmunes enfocan mas objetivo a revertir el estado de inmunodepresion de
la sepsis, puesto que el 70% de los pacientes mueren cuando predomina esta fase. En nuestro
trabajo observamos que la inmunosupresion que se da en el paciente séptico se traduce en la
alteracién de la sinapsis inmunolégica, con depresion de los niveles de expresion de los genes

en ella implicados, y en la cual se centran las ultimas terapias inmunolégicas propuestas*“.

Los agentes inmunomoduladores que han sido utilizados en los estudios con mejores
resultados hasta la fecha y que han demostrado incluso mejorar la supervivencia son la IL-7,
anticuerpos contra el receptor de muerte programada PD-1 (anti PD-1) y los anticuerpos contra
su ligando (anti PD-L1) que bloquean la inhibicién de las células T. Otras moléculas también

estudiadas recientemente han sido el interferéon gamma (IFNy) o el factor estimulante de

colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). Cada vez son mas los estudios que apuestan
por la terapia con anticuerpos que bloquean la muerte celular programada del linfocito en
pacientes donde se demuestra inmunosupresion, como son los pacientes sépticos o con
cancer45, Hotchkiss y col. en su estudio de 2018 demuestran que la administracién de una
dosis Unica de anti-PD-L1 no produce efectos adversos o autoinmunes secundarios, es bien
tolerada, segura, sin desarrollar tampoco una respuesta exagerada inflamatorial#¢. Ademas, se
observa un aumento de los niveles de expresion de HLA-DRA con dosis mayores de anti-PD-
L1, aunque sin evidencia estadisticamente significativa. Actualmente en Japén hay un ensayo
clinico en marcha probando un anticuerpo monoclonal IgG4 (Nivolumab; ONO-4538/BMS-
936558) que bloquea el receptor de muerte programada (PD-1) en pacientes con sepsis 0

shock séptico.

Otra linea de creciente interés, asi como de complejidad en su respuesta, es la determinacion
de una guia de consenso para el tratamiento antibiético de la sepsis. Como sabemos en la
sepsis es de vital importancia establecer el tratamiento antibiético de forma rapida y adecuada,
asi como poder tener una mayor certeza a la hora de la retirada antibiotica o desescalado, lo

cual hoy en dia resulta en muchas ocasiones incierto o por lo menos hallamos falta de
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evidencia. Lo que es cierto es que un uso cada vez mas eficaz del arsenal terapéutico del que
disponemos ha de pasar por acortar lo maximo posible la duracion del tratamiento antibiético,
minimizando asi el desarrollo de resistencias antibioticas, infecciones secundarias y el coste de
los cuidados sanitarios'¥’. La monitorizacién de los niveles de procalcitonina es una de las
herramientas mejor estudiadas que demuestra el potencial de este biomarcador. Sin embargo,
la interpretacion de sus niveles puede ser todo un reto, sobre todo si tenemos en cuenta las

comorbilidades que muchas veces asocian nuestros pacientes y que influyen en sus niveles!®”

148

No existe a dia de hoy un biomarcador que en solitario haya demostrado ser infalible en el
manejo de la sepsis. Es por ello que creemos tal y como demostramos en nuestro trabajo que
la combinacion de la procalcitonina con los niveles de expresién de HLA-DRA, que representan
los dos inmunofenotipos desarrollados durante la fisiopatologia de la sepsis, es una buena
herramienta que mejora las opciones hasta dia de hoy presentes y que podria tener

implicaciones en diferentes facetas del manejo de la enfermedad.

En la actualidad, existen nuevas tecnologias de point of care que permiten la medicion de HLA-
DR en la cabecera del paciente'*®, asi como también existen otros capaces de medir
procalcitoninal®®. Esta tecnologia permite medir de forma muy rapida niveles de estos dos
marcadores a pie de cama del paciente, y mejorar la capacidad diagnéstica de la sepsis con su

combinacién como demostramos en esta tesis.

Limitaciones de este trabajo

En este trabajo nos ha faltado cuantificar los niveles de expresion de HLA-DRA a lo largo de la
evolucién del paciente, ya que el incremento o el descenso de los mismos podria aportar
informacidon complementaria sobre el pronéstico del paciente. Tampoco hemos comparado el
valor pronéstico del HLA-DRA con el de otros biomarcadores emergentes como la
proadrenomedulina. La combinacion de estas dos moléculas podria ser muy prometedora para

estratificar riesgo y mejorar la estimaciéon de prondstico de los pacientes con sepsis.
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Finalmente, no hemos estudiado si los niveles de HLA-DRA bajos son previos a la sepsis 0 son
inducidos por la misma, o ambos escenarios se dan de forma simultanea. Para ello seria
necesario estudiar los niveles de expresion de este gen en cohortes de pacientes antes de la

sepsis.

En resumen, la sepsis consume gran cantidad de recursos econémicos en los hospitales,
siendo una de las primeras causas de muerte en las UCIs, con una prevalencia que lejos de
descender se incrementa de manera progresiva. Por lo tanto, es prioritario mejorar las
herramientas diagndsticas que nos permitan detectar la enfermedad lo mas precozmente
posible, puesto que de ello depende en gran medida el éxito del tratamiento. Con nuestro
trabajo demostramos que la PCR digital es un método novedoso, rapido, fiable, y aplicable a la
clinica para la cuantificacion de los niveles de expresion de los genes involucrados en la
sinapsis inmunoldgica en los pacientes quirdrgicos tanto sépticos como no infectados. Ademas,
creemos que esta técnica puede ser Util en la monitorizacion del estado inmune de los
pacientes sépticos, ayudando a valorar el pronéstico y guiando el tratamiento de la

enfermedad.

Como demostramos en nuestro estudio podemos cuantificar el grado de inmunosupresién. Los
pacientes quirtrgicos por el mero hecho de someterse a la cirugia presentan un estado inmune
comprometido que les hace méas vulnerables a la infeccién, por lo que creemos que seria
interesante saber el estado inmune previo de nuestros pacientes antes de someterse a una

agresion quirdrgica pudiendo tener incluso implicaciones en el tipo de profilaxis a llevar a cabo.

Actualmente no se conoce un biomarcador ideal en sepsis que sea capaz de guiarnos con toda
seguridad en el manejo de la enfermedad, desde el diagnostico, el tratamiento terapéutico,
como la propia retirada de la antibioterapia. En nuestro estudio demostramos en el uso de la
combinacion de los niveles de procalcitonina con los niveles de expresién del gen HLA-DRA
mejora la capacidad de diagnéstico de la enfermedad en comparacién con el uso aislado del
biomarcador clasico procalcitonina, y es por ello que creemos que es una via interesante para

desarrollar y también para estudiar su utilidad en el manejo terapéutico de la sepsis.
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VIII. Conclusiones

97



VIIl. CONCLUSIONES

1. Tanto los pacientes quirargicos no sépticos como sépticos presentan depresion de los
niveles de expresion de genes implicados en la sinapsis inmunolégica, aunque puede

observarse que esta depresién es mayor en los pacientes sépticos.

2. Existe una correlacién entre la gravedad de la sepsis y la depresién en los niveles de
expresién de los genes de la sinapsis inmunoldgica, de modo que a mayor gravedad,

menores niveles de expresién de estos genes.

3. De los genes implicados en la sinapsis inmunoldgica el que mejor diferencia entre los
pacientes quirdrgicos que han desarrollado sepsis de los que no presentan infeccién es
el gen HLA-DRA, aungue el resto de genes estudiados presentaron areas bajo la curva

significativas para la diferenciacién entre sepsis y no sepsis.

4. La depresion de los niveles de expresion de HLA-DRA < 1976 copias/ng es un factor
independiente que incrementa por cinco el riesgo de mortalidad hospitalaria en los
pacientes quirirgicos en el momento en que son diagnosticados de sepsis. Presentar
menos de 1976 copias/ng de HLA-DRA en el momento del diagnéstico se traduce en
una reduccién de la supervivencia en tres dias de media en los primeros veintiocho

dias.

5. También observamos que son factores independientes de riesgo de mortalidad
hospitalaria el antecedente personal de padecer Diabetes Mellitus, asi como obtener un
valor por encima de ocho en la escala de SOFA en el momento del diagndstico de

sepsis.

6. La combinacion resultante de la cuantificacion de procalcitonina con los niveles de

expresion génica de HLA-DRA es una estrategia prometedora para la deteccién de
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sepsis en los pacientes quirdrgicos, mejorando la capacidad diagnostica de la

procalcitonina utilizada de forma aislada.

Presentar un ratio PCT/HLA-DRA > 0,0003 es un factor de riesgo independiente que

multiplica por siete la probabilidad de sepsis en los pacientes quirdrgicos.

La PCR digital es un nuevo método util, rapido, sensible y facilmente reproductible en

la medicion de los niveles de expresion génica, que puede ser aplicable para la practica

clinica diaria.
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ORIGINAL ARTICLE

Quantification of Immune Dysregulation by Next-generation
Polymerase Chain Reaction to Improve Sepsis Diagnosis in
Surgical Patients
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Ohbjectives: To quantify immunological dysfunction in surgical patients with
presencefabsence of sepsis using a droplet digital polymerase chain reaction
(ddPCR) transcriptomic analysis. The study also aims to evaluate this
approach for improving identification of sepsis in these patients.
Background: Immune dysregulation is a central event in sepsis. Quantifica-
tion of the expression of immunoclogical genes participating in the pathogen-
esis of sepsis could represent a new avenue to improve its diagnosis.
Methods: Expression of 6 neutrophil protease genes (MMPS, OLFM4,
LCN2Z/NGAL, LTF, PRTN3, MP0O) and also of 5 genes involved in the
immunological synapse (HLA-DRA, CD40LG, CD3E, CD28, ICOS) was
quantified in blood from 101 surgical patients with sepsis, 53 uninfected
surgical patients, and 16 blood donors by using ddPCR. Areas under receiver
operating characteristic curves (AUROC) and multivariate regression analysis
were employed to test individual genes and gene ratios to identify sepsis, in
comparison with procalcitonin.

Results: Sepsis-induced overexpression of neutrophil protease genes and
depressed expression of immunological synapse genes. MMPS/HLA-DRA,
LCN2/HIA-DRA outperformed  procalcitonin in  differentiating  between
patients with sepsis and surgical controls in the AUROC analysis: LCN2/
HLA-DRA: 0.90 (0.85-0.96), MMPS/HLA-DRA: 0.89 (0.84-0.95), procalci-
tonin: 0.80 (0.73-0.88) (AUROC, confidence interval 95%), and also in the
multivariate analysis: LCN2/HLA-DRA: 8.57 (2.25-32.62), MMP8/HLA-
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DRA: 8.03 (2.10-30.76), procalcitonin: 4.20 (1.15-15.43) |odds ratio (con-
fidence interval 95%)]. Gene expression levels of HLA-DRA were an inde-
pendent marker of hospital mortality.

Conclusions: Quantifying the transcriptomic ratios MMPS8/HIA-DRA,
LCN2/HILA-DRA by ddPCR is a promising approach to improve sepsis
diagnosis in surgical patients.

Keywords: droplet digital polymerase chain reaction, diagnosis, expression,
gene, sepsis, surgical

(Ann Surg 2017;XX:XXX—XXX)

Sepsis has been classically defined as the exuberant, harmful,
proinflammatory response to infection. This concept is chang-
ing' and the presence of a dysregulated host response to infection
causing life-threatening organ dysfunction is now considered a
central event in the pathogenesis of the disease.® In our view, this
emerging conception of sepsis offers new opportunities to improve
the diagnosis of this deadly condition.*

A major challenge for identifying the presence of sepsis is
characterizing and quantifying immunological dysfunction, to distin-
guish it from the immunological profile of an uninfected patient.
Transcriptomic analysis has demonstrated to be a valuable approach
for evaluating immunity in this disease.”® Microarray studies coming
from our group and others have identified the existence of increased
expression of neutrophil protease genes and depressed expression of
genes codifying for proteins involved in the immunological synapse
between antigen presentation cells and T CD4 lymphocytes as 2 major
features of immunological dysfunction in sepsis.**

An important limitation of microarrays is that they are com-
plicated assays that take days to be analyzed, providing just a
semiquantitative measurement of gene expression. This makes
microarrays a discovery tool, difficult to be applied to clinical
practice. Gene expression quantification by quantitative real-time
polymerase chain reaction (qRT-PCR) has been proposed for fast
identification of immunosuppression in sepsis patients, but it still
provides relative quantification of gene expression.'®!'" An excellent
approach for achieving absolute quantification of gene expression is
droplet digital PCR (ddPCR). ddPCR is a next-generation quantita-
tive PCR method, which offers greater precision and reproducibility
than currently available QRT-PCR methods.'” This technique offers
thus a new avenue to accurately measure the transcriptomic changes
in blood associated to immunological dysfunction in sepsis.'?

This work had 2 objectives: (1) to quantify immunological
dysfunction in surgical patients with presencefabsence of sepsis
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using a transcriptomic analysis of neutrophil protease and immuno-
logical synapse genes by ddPCR; (2) to evaluate this approach for
improving identification of sepsis in these patients.

METHODS

Patients

A total of 101 adult patients (>18 years old) admitted to the
Surgery Service or to the Surgical ICU of the participant hospitals
with a diagnosis of sepsis (according to the definition proposed by the
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care
Medicine Consensus Conference) were prospectively included in
the study by the participant physicians from April 2013 to
January 2016."* Fifty-three surgical patients with no signs of infec-
tion neither at admission nor during hospitalization were recruited as
control group with no sepsis. In addition, 16 blood donors of similar
age of the patients were recruited as healthy controls. A specific
standard survey was employed to collect the clinical data, including
medical history, physical examination and hematological, biochemi-
cal, radiological, microbiological investigations, and biomarker lev-
cls. The severity of illness was assessed on admission by using the
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score. A flow chart
resuming patients’ inclusion and exclusion process is shown in
Supplementary file 1, http:/links.lww.com/SLA/B290.

Ethics

Written informed consent was obtained directly from all
patients, or their legal representative, before enrolment. Scientific
and ethical approval of the study protocol was obtained from
the respective scientific committees for clinical research of the
participant hospitals.

Microbiology

Standard cultures in biological samples guided by the pre-
sumptive source of the septic insult were performed to assess the
presence of bacterial and fungal infection. Potentially contaminant
microorganisms were not considered.

mRNA Analysis

Droplet Digital Polymerase Chain Reaction mRNA
Extraction and Quality Evaluation

A sample of 2.5 mL of blood was collected by using PaxGene
(BD) venous blood vacuum collection tubes in the first 12 hours
following diagnosis of sepsis or in the first 12 hours following
surgery in the case of the surgical controls. Blood from healthy
individuals was collected at the moment of donation. Total RNA was
extracted from blood samples using the PAXgene Blood RNA
System (PreAnalytix, Hombrechtikon, Switzerland). The evaluation
of concentration and quality was performed by spectrometry (Nano-
Drop ND 1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) and RNA
Experion Bioanalyzer (BioRad, CA). Only samples with good
quality and concentration were tested by ddPCR (Supplementary
file 1, http://links.lww.com/SLA/B290).

Gene Selection

Increased expression of neutrophil protease genes and de-
pressed expression of antigen-presentation genes are 2 major immu-
nophenotypes characterizing sepsis,’ and are thought to play major
roles in the pathogenesis of this discase (Table 1). In a previous work,
we identified those genes which expression levels in blood differed in
a significant manner between surgical patients with sepsis and those
with no sepsis.* From the list of genes obtained in this previous study,
we selected those participating in either the neutrophil protease or in
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the antigen presentation immunophenotypes, which showed the
largest variation in their expression levels between patients with
sepsis and those with no sepsis. This way, OLFM4, MMPS8, LCN2,
LTF, PRTN3, and MPO were selected for the neutrophil protease
immunophenotype, and HLA-DRA, CD40LG, CD3E, CD28, and
ICOS for the antigen presentation one. In that microarray study,
median fold change of gene expression in patients with sepsis
compared with those with no sepsis was as follows: OLFM4
(14.9), MMPS8 (13.9), LCN2 (7.9), LTF (7.7), PRTN3 (4.7), MPO
(4.0), HLA-DRA (-2.0), CD40LG (-2.2), CD3E (-19), CD28
(~1.8), ICOS (—1.8).*

Quantification of Transcriptomic Response by Droplet
Digital Polymerase Chain Reaction

Gene expression was quantified by ddPCR (BioRad) using
predesigned TagMan Assay Primer/Probe Sets, (FAM labeled MGB
probes, Thermo Fisher/Scientific-Life Technologies, Waltham, MA):
MMPS, matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase) (reference
Hs01029057_m1); LCN2 (lipocalin-2, also known as ncutrophil gelat-
inase-associated lipocalin, NGAL) (reference Hs01008571_ml);
OLFM4, olfactomedin 4 (Hs00197437_ml): LTF, lactotransferrin
(Hs00914334_m1); PRTN3, proteinase 3 (Hs01597752_m1); MPO,
myeloperoxidase (Hs00924296_m1), HLA-DRA, major histocompat-
ibility complex, class 11, DR alpha (Hs00219575_m1); ICOS, induc-
ible T-cell costimulator (Hs04261471_m1); CD40LG, CD40 ligand
(Hs00163934_m1); CD28, CD28 molecule (Hs01007422_ml);
CD3E, CD3e molecule (Hs01062241_m1). cDNA was generated from
each sample on a Techne TC-512 thermal cycler (Bibby-Scientific,
Staffordshire, OSA, UK) starting from 1000 ng of mRNA by using
iScript Advanced cDNA Synthesis Kit (BioRad, cat:1725038). The
obtained volume of ¢cDNA (20 pl.) was further diluted (1/25), and
2.5 pl. (5ng of total mRNA) were employed for quantification of
target gene expression according to the manufacturer instruction’s.
Briefly, ddPCR was performed using the BioRad QX200 ddPCR
system, ddPCR Supermix for Probes (no dUTP), and BioRad standard
reagents for droplet generation and reading. End-point PCR with 40
cycles was performed by using C 1000 Touch Thermal Cycler (BioRad)
after splitting cach sample into approximately 20,000 droplets. Next,
the droplet reader used at least 10,000 droplets to determine the
percentage of positive droplets and calculation of copy number of
cDNA per nanogram of initial mRNA.

Procalcitonin and C-reactive Protein Quantification

Procalcitonin (PCT) measurement in plasma was performed
by electrochemiluminescence immunoassay on a chemistry analyzer
(Cobas 6000, Roche Diagnostics, Meylan, France); limit of detection
0.02ng/mL. Serum C-reactive protein (CRP) was measured by
particle enhanced immunoturbidimetric assay (e501 Module Ana-
lyzer, Roche Diagnostics); limit of detection 0.15 mg/dL.

Statistical Analysis

Differences in demographic and clinical characteristics be-
tween patient groups were assessed using the x? test for categorical
variables and the Mann Whitney U test for continuous variables
(Fig. 1). Differences in gene expression levels and expression ratios
were assessed using Mann Whitney U test. The accuracy of indi-
vidual genes and gene expression ratios for identifying the presence/
absence of sepsis was studied by calculating the area under the
receiver operating characteristic curve (AUROC). We employed the
Hanley and McNeil test to compare the AUROC curves obtained for
the individual genes and gene ratios with that obtained for PCT, CRP,
and the neutrophil/lymphocyte ratio.'® The optimal operating point
(OOP) was calculated, being the value for which the point on the
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TABLE 1. Description and Main Immunological Functions of the Genes Selected for This Study

Neutrophil proteases: Contribute to the neutrophil oxygen-independent
system-mediated protection against invading pathogens, but they
could mediate endothelial and tissue damage

Antigen presentation (AP) molecules: In sepsis, AP cells are decreased in
lymphoid and nonlymphoid tissues, impairing immune regulation and

antimicrobial T cell and antibody response

Matrix
metallopeptidase 8

Lipocalin 2

Olfactomedin 4

Lactotransferrin

Polymorphonuclear
leukocyte serine
protease

Myeloperoxidase

MMP8

LCN2

OLFM4

LTF

PRTN3

MPO

MMPS coordinates leukocyte
trafficking during inflammation
and orchestrates the initial
response to LPS. It is
upregulated in sepsis, where
high levels are associated with
mortality

It plays a role in innate immunity
by limiting bacterial growth as a
result of sequestering iron-
containing siderophores.

Septic shock patients with a high %
of OLFM4 -+ neutrophils are at
higher risk for greater organ
failure burden and death.

It demonstrates properties as host
defense against a broad range of
microbial infections and anti-
inflammatory activity.

It induces activation of endothelial
and epithelial cells,
macrophages, lymphocytes, and
platelets, and possesses
antimicrobial properties.

Part of the host defense system of
polymorphonuclear leukocytes.
Microbicidal activity against a
wide range of organisms.

Major histocompatibility
complex, class II, DR alpha

HILA-DRA It binds peptides derived from

antigens that access the
endocytic route of antigen
presenting cells and presents
them on the cell surface for
recognition by CD4 T-cells.

It is expressed on the surface of
T cells. It regulates B-cell
function by engaging CD40
on the B-cell surface.

It forms the T-cell receptor-CD3
complex, which couples
antigen recognition to
intracellular signal-
transduction pathways.

This gene is involved in T-cell
activation, the induction of
cell proliferation and
cytokine production and
promotion of T-cell survival.

It enhances T-cell responses to a
foreign antigen and help B-
cells for antibody secretion.

FIGURE 1. Flow chart explaining the statis-
tical analysis and main results of the study.

OR indicates odds ratio.

better than PCT for identifying sepsis

Objective:
to identify the gene/s, ratio/s performing
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Tumor necrosis factor ligand CD40LG
superfamily member 5

T-cell surface glycoprotein CD3 CD3E
Epsilon chain

T-cell-specific surface CD28
glycoprotein CD28

Inducible T-cell costimulator ICOS

Statistical analysis |

1. AUROCs for the differential diagnosis
(Sepsis / Surgical Controls)
(11 genes and 30 gene ratios) vs (PCT)
(Hanley & Mc Neil test)

|

2. Identification of the OOPs
of the genes or gene ratios performing
better than PCT

!

3. Sepsis patients and surgical controls are
distributed below / above the OOPs
forming categorical variables

!

4. Multivariant logistic regression analysis
for assesing the association of the categorical
variables with the presence of sepsis

|

LCN2 / HLA-DRA

MMP8 / HLA -DRA

OOP LCN2/HLA-DRA: 0.199
OO0P MMP8/HLA-DRA: 0.144

OR MMP8/HLA-DRA: 8.03

OR LCN2/HLA-DRA: 8.57
OR PCT: 4.20

5. Identification of the best gene/s, ratio/s MMP8/HLA -DRA
for the diagnosis of sepsis LCN2/HLA-DRA
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curve had the minimum distance to the upper left comer (where
sensitivity = 1 and specificity = 1). By Pithagoras” theorem this
distance is

00P = \/(I — sensitivity)” + (1 — specificity)’

Categorical variables were further created using the OOPs as
cut-offs. The ability of these categorical variables to diagnose the

presence/absence of sepsis was further evaluated by using logistic
regression analysis. Only those genes or ratios showing significant
differences with PCT in the Hanley and McNeil test were evaluated
in this analysis. Potential confounding factors for logistic regression
were identified from those variables described in Table 2. Those
variables yielding a P value of less than 0.1 in the univariate
regression analysis were included in the multivariate one. Logistic
regression was employed also to evaluate potential associations

TABLE 2. Clinical Characteristics of the Patients

Sepsis Patients Surgical Controls
(n = 101) (n = 53) P
Characteristics Age [years, median (IQR)] 72.0 (15.0) 64.0 (18.0) 0.006
Male 65.3 (66) 71.7 (38) LS.
Comorbidities, % (n) High blood ressure 55.4 (56) 60.0 (30) n.s.
Chronic cardiovascular disease 47.5 (48) 34.0 (18) n.s.
Chronic respiratory disease 14.8 (15) 21.1 (11) n.s.
Chronic renal failure 14.9 (15) 20(1) n.s.
Chronic hepatic failure 3.0(3) 5.8 (3) n.s.
Neurologic disease 5.0(5) 3.7 (2) ns.
Cerebrovascular disease 4.0 (4) 5.6 (3) n.s.
Diabetes mellitus 34.0 (34) 18.8 (10) 0.005
Cancer 29.7 (300 45.3 (24) 0.050
Immunosuppression 18.0 (17) 13.9 (5) n.s.
Surgery type, % (n) Urgent surgery 63.4 (64) 38(2) <0.001
Cardiothoracic 30.0 (30) 39.6 (21) n.s.
Abdominal 62.0 (62) 43.4 (23) n.s.
Neurosurgery 1.0 (1) 1.9 (1) n.s.
Vascular 3.0(3) 3.7(2) .S
Urologicalfrenal 1.0 (1) 9.4 (5) 0.011
Other 3.0(3) 1.9 (1) n.s.
Time course and outcome Length of hospital stay [days, median (IQR)] 26.5 (23.5) 10.0 (7.0) <0001
Length of ICU stay [days, median (IQR)] 14.0 (17.0) 4.0 (3.0) <0.001
SIRS, % (n) 100.0 (101) 56.6 (30) <0.001
Septic shock, % (n) 61.4 (62) na n.a.
Nonsurvivors at day 28, % (n) 19.8 (20) [}] <0.001
Hospital mortality, % (n) 24.7 (25) 0 <0.001
Source of infection, % (n) Unknown 14.8 (15) .. ..
Respiratory tract 18.8 (19) n.a. n.a.
Abdomen 45.5 (46) n.a, n.a,
Urinary tract 4.9 (5) n.a. n.a.
Surgical site 5.9 (6) .. ..
Bacteremia 4.9 (5) n.a. n.a.
Other 4.9 (5) n.a. n.a.
Microbiology, % (n) Gram | 46.5 (47) n.a. n.a.
Gram — 60.4 (61) .. .,
Fungi 9.9 (1) n.a. n.a.
Virus 2.0(2) n.a. n.a.
Polymicrobial 44.6 (45) n.a. n.a.
Measurements at diagnosis, [median (IQR)] SOFA score 8 (6) 1(3) <0.001
Total bilirubin (mg/dL) 0.7 (1.3) 0.8 (0.5) ns.
Glucose (mg/dL) 152.0 (78.0) 135.0 (55.0) n.s.
Platelet count (cell/mm™) 180,000.0 (194.7) 155,000.0 (740000) n.s.
INR 1.3 (0.4) 1.2 (0.4) n.s.
Sev0s (%) 73.1 (19.0) 68.8 (80.0) n.s.
CRP (mg/L) 232.3 (169.2) 5.7 (77.7) <0.001
Procalcitonin (ng/mL) 5.5 (17.5) 0.5 (0.9) <0.001
White blood cells (cells/mm®) 14,465.0 (10,257.5) 12,290.0 (4875.0) 0.023
Lymphocytes (cells/mm”) 944.32 (818.6) 1008.0 (894.3) n.s.
Monocytes (cell.*i."mm‘iz 1068.48 (51,887.6) T81.8 (1327.8) n.s.
Neutrophils (cells/mm”) 12,337.0 (9220.5) 10,016.0 (4704.5) 0.017
Eosinophils (cells/mm®) 49.9 (2052.6) 12.3 (70.4) 0.019
Basophils (cells/mm’) 78.4 (1593.2) 28.8 (68.9) 0.006

Continuous variables are rep d as median (i

q

ile range, IQR); categorical variables were represented as (%, n).

ICU indicates intensive care unit; INR, international normalized ratio; n.a., not applicable; n.s., not significant; Sev(,, central venous oxygen saturation; SIRS, systemic

inflammatory response syndrome.
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between gene expression levels and risk of hospital mortality in
sepsis patients. Napierian logarithm values of gene expression levels
were employed for this analysis. In addition, the gene selected by the
multivariate analysis (HLA-DRA) for identifying hospital survivors
was tested also by AUROC to identify the OOP, which was further
used to distribute patients below or above this cut-off. The corre-
sponding categorical variable created based upon this OOP was
tested for the occurrence of death by using Kaplan-Meier curves.
Groups were compared by the log-rank test (Mantel-Haenszel). For
this analysis, time was censored at 28 days after diagnosis of sepsis.
Significance level was fixed at P value less than 0.05. Data were
analyzed by using the IBM SPSS 22.0 software (SPSS, Chicago, IL).

RESULTS

Clinical Characteristics of the Patients

Elderly male predominated in both sepsis and surgical control
groups, with sepsis patients being slightly older (Table 2). Profile of
comorbidities was similar between sepsis cases and surgical controls,
but the former showed a higher prevalence of diabetes mellitus.
Sepsis patients needed of urgent surgery in 2/3 of the cases, whereas
this was a rare event in controls. Kind of surgery was similar in both
groups. Sepsis patients stayed longer at the hospital/ICU, presented
with a higher degree of organ failure as assessed by the SOFA score.
None of the patients of the surgical control group died, but 1/4 of
sepsis patients did not survive to the disease. Most common sources
of infection were the abdominal and respiratory ones. Regarding
origin of sepsis, in 60 cases sepsis was of nosocomial origin, and in
41 cases sepsis was originated in the community (Supplementary file
1, http:/links.lww.com/SLA/B290). Delay from hospital admission
to recruitment was 9.5 days in median in the case of nosocomial
sepsis and 1 day in the case of community acquired sepsis (P <
0.001). Sepsis patients showed higher levels of CRP and PCT, higher
counts in blood of leukocytes, neutrophils, eosinophils, and baso-
phils. Both cases and controls had lymphocyte median levels ranging
lymphopenia (<1000 lymphocytes/mm?).

Microbiology

Approximately 84.2% of the sepsis patients (n = 85) showed
at least 1 positive identification in the microbiological tests. About
39.5% of the positive cultures corresponded to facultative anaerobic
Gram-negative bacilli of the Enterobacteriaceae family, being the
most common microorganism Escherichia coli (n = 31). Approxi-
mately 32.93% were aerobic or facultative anaerobic Gram-positive
cocci, being Staphylococcus epidermidis (n = 10) and Enterococcus
faecium (n = 10) the microorganisms most frequently found in this
category. Fungi represented the 5.99% of the positive microbiolog-
ical cultures, with Candida albicans as the most common one (n =
6). The remaining 21.57% of the positive cultures belonged to other
microbiological species.

Variation of Gene Expression and Ratios Across
Groups (Supplementary File 2, http://
links.lww.com/SLA/B290)

Surgical controls presented significant higher concentrations
in plasma of PCT and expression levels in blood of MMPS8 than
healthy controls, reflecting the existence of an active inflammatory
process at the systemic level in postoperated patients with no
infection. In turn, surgical controls showed significant lower levels
of HLA-DRA, CD40LG, CD3E, CD28, and ICOS than healthy
controls, suggesting depression of adaptive immunity in these
patients. Surgical controls also showed significant higher gene
expression ratios than healthy controls (except LTF/HLA-DRA,

© 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

Copyright © 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.

PRTN3/HLA-DRA). Sepsis induced even more expression of neutro-
phil proteases and down-modulation of immunological synapse
genes. As we had already evidenced in a previous work,* in sepsis,
patients changes in gene expression paralleled organ failure degree,
with neutrophil proteases increasing and immunological synapse
genes decreasing in their expression levels with SOFA score, which
translated into gene expression ratios which grew with discase
severity. Levels of PCT increased also with sepsis severity.

Accuracy of Individual Genes and Gene Expression
Ratios for the Diagnosis of Sepsis

When the accuracy of genes and ratios for differentiating
between sepsis patients and surgical uninfected controls was evalu-
ated, a number of them yieclded AUROCSs higher than 0.80 for
distinguishing sepsis patients from surgical controls (Table 3), but
only the ratios LCN2/HLA-DRA, MMPS8/HLA-DRA yielded AUROCs
improving that of PCT in a significant manner (Table 3 and Fig. 2).
When these ratios were compared with other biomarkers purposed
for the diagnosis of infection and sepsis (CRP and the neutrophil/
lymphocyte ratio), they still worked better for identifying the pres-
ence of sepsis, as evidenced the Hanley and McNeil test, which
yielded significant P values (<0.05) for the comparisons between
AUROCs: LCN2/HLA-DRA: 0.90 (0.85-0.96), MMPS/HLA-DRA:
0.89 (0.84-0.95), CRP: 0.81 (0.73-0.89), neutrophil/lymphocyte
ratio: 0.64 (0.55-0.73). Consistent with the results of this first
AUROC analysis, the LCN2/HLA-DRA and the MMPS/HLA-DRA
ratios were selected to undergo a further multivariate one.

Multivariate Analysis for Evaluating Risk of Sepsis

This analysis revealed that exhibiting LCN2/HLA-DRA or
MMPS8/HLA-DRA values over the OOPs identified in the AUROCs
translated into a stronger probability of sepsis than that showed by the
patients with PCT levels over its respective OOP value (Table 4).
Interestingly, this association with the risk of sepsis was independent
of the basal inflammatory activity of the patient, as assessed by
(neutrophil concentration in blood) and (CRP levels in serum), which
were introduced as adjusting variables in the multivariate analysis.
The presence of ratios over the OOPs improved the sensitivity,
specificity, and predictive values showed by PCT (Table 4).

Comparison of LCN2/HLA-DRA, MMPS8/HLA-DRA, LCN2,
MMPS8, HLA-DRA, and PCT across the different groups of patients
and controls is shown in Figure 3. Surgical controls did not show
significant differences between them for the levels of these param-
eters depending on the presence or absence of SIRS (data not shown).
In consequence, they could be considered as a single group for the
statistical analysis detailed above.

Biomarker’s Combination to Identify Sepsis

We next employed logistic regression to built probabilistic
functions combining biomarkers to differentiate sepsis patients from
surgical controls. The resulting probabilistic functions created were
tested for their ability to identify sepsis by AUROC analysis. Results
of individual biomarkers and also of the combinations were as
follows, expressed as | AUROC, (confidence interval 95%), PJ: (1)
PCT [0.80 (0.73-0.88), <0.001]; (2) LCN2/HLA-DRA [0.90 (0.85-
0.96), <0.001]; (3) MMPS8/HLA-DRA [0.89 (0.84-0.95), <0.001];
(4) LCN2/HLA-DRA + MMPS/HLA-DRA 10.86 (0.79-0.93),
<0.001]; (5) LCN2/HLA-DRA + PCT [0.90 (0.86-0.95),
<0.001]; (6) MMPS8/HLA-DRA + PCT [0.89 (0.84-0.95),
<0.001]; (7) LCN2/HLA-DRA + MMPS/HLA-DRA +PCT [0.91
(0.86-0.96), <0.001]. No significant differences were found be-
tween the AUROCs obtained with the combinations compared to that
obtained by LCN2/HLA-DRA or MMPS8/HLA-DRA alone.
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TABLE 3. Diagnostic Accuracy of Genes and Ratios for Diagnosis the Presence of Sepsis
AUROC for Distinguishing Sepsis From Controls

Differences With the AUROC for PCT

Area [CI 95%] 3 ooP Se (%) Sp (%) P
LCN2/HIA-DRA 0.90 0.85 0.96 <0.001 0.199 85.1 81.1 0.017
MMPS/HLA-DRA 0.89 0.84 0.95 <0.001 0.144 832 84.9 0.030
LCN2/CD40LG 0.88 0.81 0.94 <0.001 17.416 85.1 83.0 0.090
LCN2/CD3E 0.88 0.81 0.94 <0.001 1.504 86.1 83.0 0.090
OLFMA4/HLA-DRA 0.87 0.81 0.93 <0.001 0.028 78.2 84.9 0.095
LTF/HLA-DRA 0.87 0.81 0.93 <0.001 0072 832 81.1 0.106
MMP8/CD40LG 0.87 0.81 0.94 <0.001 6.92 85.1 79.2 0.106
MMPS/CD3E 0.87 0.81 0.93 <0.001 1.07 822 83.0 0.106
LCN2/CD28 0.87 0.81 0.93 <0.001 8.049 38.1 79.2 0.129
MMP8/CD28 0.87 0.81 0.93 <0.001 5.68 822 81.1 0.129
LCN2/ICOS 0.87 0.80 0.93 <0.001 21215 80.1 81.1 0.149
MMPSACOS 0.86 0.80 0.93 <0.001 14.075 822 81.1 0.163
MMP8 0.86 0.80 0.92 <0.001 386 80.2 79.2 0.186
LCN2 0.86 0.80 0.92 <0.001 946 743 88.8 0.194
OLFM4/CD3E 0.86 0.79 0.92 <0.001 0.113 85.1 81.1 0.203
LTF/CD3E 0.86 0.79 0.92 <0.001 0.558 812 81.1 0.203
OLFM4/CD40LG 0.85 0.79 0.92 <0.001 1.201 85.1 79.2 0.248
OLFM4/CD28 0.85 0.78 0.91 <0.001 0.746 84.2 81.1 0.299
PRTN3/HLA-DRA 0.85 0.78 0.91 <0.001 0.005 80.2 77.4 0.321
LTF/CD40LG 0.85 0.78 091 <0.001 5.875 79.2 81.1 0.321
OLFM4/ICOS 0.84 0.78 0.91 <0.001 2533 822 81.1 0.344
LTF/CD28 0.84 0.77 091 <0.001 3.955 79.2 83.0 0.392
OLFM4 0.83 0.77 0.9 <0.001 86.4 772 81.1 0471
PRTN3/CD3E 0.83 0.76 0.9 <0.001 0.043 0.2 81.1 0.542
LTFACOS 0.83 0.76 0.9 <0.001 10.165 772 81.1 0.586
MPO/HLA-DRA 0.83 0.75 0.9 <0.001 0.010 79.2 80.8 0.601
PRTN3/CD40LG 0.83 0.75 0.9 <0.001 0472 78.2 79.2 0.601
PRTN3/CD28 0.82 0.74 0.89 <0.001 0257 78.2 79.2 0.757
LTF 0.81 0.74 0.88 <0.001 259 76.2 79.2 0.886
PcT 0.80 0.73 0.88 <0.001 1115 733 75.5 NA
HIA-DRA* 0.80 0.73 0.87 <0.001 3464 69.8 76.2 NA
PRTN3/ICOS 0.80 0.72 0.88 <0.001 0.651 79.2 75.5 NA
MPO/CD3E 0.80 0.72 0.88 <0.001 0.087 75.2 82.7 NA
PRTN3 0.78 0.70 0.85 <0.001 1308 68.0 74.5 NA
MPO/CDAOLG 0.78 0.70 0.86 <0.001 1.102 69.3 82.7 NA
MPO/CD28 0.77 0.69 0.85 <0.001 0.485 703 78.8 NA
MPO/ICOS 0.75 0.67 0.83 <0.001 1.237 743 71.2 NA
CD3E* 0.73 0.64 0.82 <0.001 414 71.7 63.4 NA
CDAOLG" 0.72 0.64 0.81 <0.001 422 71.7 66.3 NA
cp28 0.70 0.61 0.78 <0.001 722 69.8 60.4 NA
1cos* 0.67 0.59 0.76 <0.001 25.4 69.8 58.4 NA
MPO 0.67 0.58 0.75 0.001 482 55.4 76.9 NA

The areas under receiving operating curves for differential diagnosis between patients with sepsis and surgical controls are presented here. At the right the table shows the resulis
from the Hanley and McNeil test to evaluate the statistical significance of the difference between the AUROC curves of our genes and ratios and that of PCT (only those comparisons
involving the genes or ratios with AUROCs higher than that of PCT were performed).

*AUROC for detecting the absence of sepsis. Results for gene expression levels are provided as cDNA copies/ng total mRNA. Results for PCT are provided as ng/ml.. Ratios are
provided as adimensional values.

NA indicates not applicable; Se, sensitivity; Sp, specificity.

Association Between Gene Expression Levels and days before in average (survival mean time of 23.3 vs 25.8 days)

Mortality

Univariate analysis showed a direct, significant association
between expression levels of MMPS8, LCN2, LTF, and PRTN3 with
the risk of hospital mortality (data not shown). Nonetheless, HLA-
DRA was the only gene evidencing a significant (inverse) association
between expression levels and mortality risk in both the univariate
[0.50 (0.28-0.90), 0.020] and multivariate analysis [0.34 (0.16—
0.75), 0.007] [odds ratio (confidence interval 95%), P|. Adjusting
variables for this analysis were (SOFA score) and (diabetes mellitus)
(presence of gram+) (presence of fungal infection). Kaplan-Meier
analysis showed that patients with gene expression levels of HLA-
DRA below 1976 cDNA copies per nanogram of total mRNA died 2.5
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(Fig. 4).
DISCUSSION

Our results evidence that quantification of the transcriptomic
ratios LCN2/HLA-DRA, MMPS8/HLA-DRA in blood by using ddPCR
improves the performance of PCT for the diagnosis of sepsis in
surgical patients. PCT is still the biomarker most commonly
employed for ruling in the presence of sepsis of bacterial origin,
the most frequent in surgical patients.'®'? In addition, the ratios
performed better to identify sepsis than other easily accessible
mcastllsrcmcms such as CRP'"" or the neutrophil to lymphocyte count
ratio.

© 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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FIGURE 2. AUROC to differentiate sepsis patients from surgical
controls. Only the AUROC: for the ratios showing differences
with procalcitonin in the Hanley and McNeil test are showed.

mRNAs evaluated in this study coded for neutrophil proteases
and proteins participating in the immunological synapse (Table 1).
Neutrophil proteases contribute to the neutrophil oxygen-indepen-
dent system-mediated protection of the host against invading patho-
gens. Although effective in their ability to kill pathogens, they are
equally effective at inducing cell and tissue damage.* Genes partici-
pating of the immunological synapse are involved in the switch from
innate to adaptive immunity, which is the stage of the immune
response where resolving infection moves from nonspecific mecha-
nisms to the generation of antigen-specific T cells and antigen-
specific antibodies that clear the patient of the invading pathogen.'

This study confirms previous findings from our group and
others which identified increased expression levels of neutrophil
proteases genes and depressed ones of immunological synapse genes
as a hallmark of sepsis. As said in before in this article, in a
microarray study profiling gene expression in whole blood from
surgical patients, we found that sepsis patients had increased expres-
sion levels of MMP8, LCN2 (NGAL), OLFM4, LTF, PRTN3, and
MPO and depressed expression of HLA-DRA, CD40LG, CD3E,
CD?28, and ICOS as compared to a group of uninfected patients.*'?
In the microarray analysis from Shen et al,”® MMP8 ranked first
between the upregulated genes distinguishing between presence/
absence of sepsis in trauma patients. Yazdan-Ashoori et al®' demon-
strated that levels of the protein MMPS raise in plasma from patients
with severe sepsis. MM P& forms part of PERSEVERE (PEdiatRic
SEpsis biomarkEr Risk modEl), a risk model to estimate mortality
probability in children with septic shock.”” Solan et al®® identificd
MMP8 as a novel modulator of inflammation during sepsis and a

potential therapeutic target in this disease. Kangelaris et al’ evi-
denced the presence of upregulation of MMP8 and OLFM4 in
patients with early sepsis-induced ARDS. MMPS8, OLFM4, and
PRTN3 forms part of an mRNA expression signature of 21 genes
with predictive capacity for septic acute kidney injury.”* Alder et al*
have recently demonstrated that OLFM4 is a candidate maker for a
pathogenic neutrophil subset in septic shock. Wang et al?® demon-
strated that levels in plasma of the protein LCN2 (NGAL) are a
valuable tool for early diagnosis of sepsis in the emergency depart-
ment. In a recent meta-analysis, Zhang et al”’ showed that LCN2
(NGAL) is an effective predictive factor for acute kidney injury
during sepsis showing potential value for mortality prediction.
Parnell et al” found increased expression of MPO, LTF, along with
depressed one of CD40LG, CD3E, and HLA-DRA as a characteristic
signature of sepsis, usi n% microarrays. In turn, in another microarray
study, Davenport et al®® identified downregulation of HLA-DR,
CD3E, CD28, ICOS, and CD40LG in patients with sepsis due to
community-acquired pneumonia.

A major strength of the present work is that the results
obtained for the diagnosis of sepsis with the ratios LCN2/HLA-
DRA and MMPS/HLA-DRA have been confirmed not only by
AUROC analysis but also using a robust multivariate analysis, which
included variables controlling for organ failure degree, basal inflam-
matory status, age, and comorbidities. Another particular sirength of
our study is that it is pioneer in evidencing the potential of mRNA
quantification using ddPCR for identifying patients with sepsis.
Although quantification of expression levels of individual genes
using microarrays or RT-PCR has been a widely employed approach
to identify the presence of sepsis, using ddPCR to obtain expression
ratios between up- and downregulated genes is a totally novel
approach to diagnose this disease. Moreover, the cut-offs for the
ratios provided in Table 4 could be potentially useful to early identify
the presence of sepsis in surgical patients, since ddPCR takes less
than 4 hours to provide results of mRNA quantification, with an
average cost of 30 USD per determination.

As a drawback, in our study we only evaluated a limited
number of genes which expression is altered in sepsis, but there are
other candidate genes with potential diagnostic value for this dis-
case.* Although we found no additional benefit for the diagnosis of
sepsis when the LON2/HLA-DRA, MMPS/HLA-DRA ratios were
combined between them or with PCT, further studies should eluci-
date whether combinations of the genes tested here with other
different ones could translate into improved diagnostic accuracy.

As evidenced by the multivariate analysis, HLA-DRA was the
only gene independently associated with the risk of hospital mortali-
ty, demonstrating a central role of antigen presentation in sepsis. Poor
expression of HLA-DRA at the first moment of sepsis could preclude
mounting effective and balanced adaptive responses against the
infecting microbe, which could be an initial key event to prevent
mortality in this disease. Our results confirm the role of HLA-DRA as
predictor of mortality in sepsis.>>* Cajander et al'' have proposed
gRT-PCR measurement of HLA-DRA expression to identify patients

TABLE 4. Multivariate Analysis for Evaluating the Risk of Sepsis Based on the Gene Expression Ratios or Procalcitonin Levels

OR CI95% r Se Sp rey NPV
LCNZ/HLA-DRA >0.199 8.57 225 3262 0.002 85.1 81.1 89.6 74.1
MMPE/HLA-DRA >0.144 8.03 2.10 30.76 0.002 83.2 84.9 91.3 72.6
Procalcitonin >1.11 (ng/mL) 4.20 1.15 1543 0.030 733 75.5 85.1 59.7

For this analysis patients were split into 2 groups depending on the optimal operating point for the ratios and PCT calculated in Table 3. Adjusting variables were SOFA score, age,
urgent surgery, chronic renal failure, cancer, diabetes mellits, neutrophil concentration in blood, cells/mm”, C-reactive protein (mg/dL).
NPV indicates negative predictive value; OR odds ratio; PPV, positive predictive value; Se, sensitivity; Sp, specificity.

© 2017 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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FIGURE 3. Box plots showing gene expression levels of LCN2 and HLA-DRA, the ratio between these genes, and the concentration of
Procalcitonin across groups. The median value for the SOFA score (8 points) was employed to distribute sepsis patients into 2
groups. Lines represent significant differences between groups. The triangle represents significant differences against the healthy
control.

with severe sepsis that may benefit from immunostimulation. In the In conclusion, results from our study evidence that quantifying
multivariate analysis for hospital mortality, MMP8 and PRTN3 the transcriptomic ratios MMPS/HLA-DRA, LCN2/HLA-DRA by
yielded P values less than 0.1 (data not shown). Studies with larger ddPCR is a promising approach to improve sepsis diagnosis in
cohorts of patients should confirm or exclude the potential impact of surgical patients.

neutrophil proteases on the outcome of sepsis patients.
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Early recognition of sepsis is a key factor to improve survival to this disease in surgical patients, since it
allows prompt control of the infectious source. Combining pro-inflammatory and immunosupression
biomarkers could represent a good strategy to improve sepsis detection. Here we evalvated the
combination of procalcitonin (PCT) with gene expression levels of HLA-DRA to detect sepsisin a
cohort of 154 surgical patients (101 with sepsis and 53 with no infection). HLA-DRA expression was
quantified vsing droplet digital PCR, a next-generation PCR technology. Area under the receiver
operating curve analysis (AUROC) showed that the PCT/HLA-DRA ratio outperformed PCT to detect
sepsis (AUROC [C195%)], p): PCT: 0.80 [0.73-0.88], </0.001; PCT/HLA-DRA: 0.85 [0.78-0.91], </0.001. In
the multivariate analysis, the ratio showed a superior ability to predict sepsis compared to that of PCT
(OR [C195%], p): PCT/HLA-DRA: 7.66 [1.82-32.29], 0.006; PCT: 4.21 [1.15-15.43] 0.030. Multivariate
analysis was confirmed wsing a new surgical cohort with 74 sepsis patients and 21 controls: PCT/HLA-
DRA: 34.86 [1.22-995.08], 0.038; PCT: 5.52 [0.40—75.78], 0.201. In conclusion, the combination of PCT

with HLA-DRA is a promising strategy for improving sepsis detection in surgical patients.

Sepsis is a leading cause of morbidity and mortality in surgical patients, who account for nearly one third of all
sepsis cases'. Sepsis is ten times more common than myecardial infarction and pulmonary embolism in these
patients, and its associated mortality rate raises up to 39% if septic shodk is present”. Success of treatment in sep-
sis is time-dependant®. Prompt administration of antibiotics decreases morbidity and mortality in a significant
manner”. In surgical sepsis, to early find and control the source of infection is critical’. Nonetheless, identification
of sepsis in surgical patients remains challenging™®. In these patients, some of the early signs of sepsis pass unno-
ticed or are confused with signs of alarm of other conditions: inflammation due to infection overlaps with that
secondary to surgery; altered mental status is often attributed to the administration of narcotic pain medication,
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oliguria is often attributed to under-resuscitation, hyperthermia frequently is not recognized as an early sign of
sepsis, hypoxia in many occasions leads to think in pulmonary embolism but not in sepsis®.

Using biomarkers which reflect the patient’s response 1o the infection could help o improve sepsis diagnosis
in surgical patients”, Sepsis is characterized by the presence of a dysregulated host response to infection. Between
mcfmmﬂmlsdrﬂtgﬂuodmm sepsis Is characterized by the simultaneous presence of exacerbated
inflammation and depressed expression of molecules participating in the immunological synapse between anti-
gen presentation cells and T lymphocytes, a key step for the development of a homeostatic adaptive response lo
infection®. In consequence, combining pro-inflammatory biomarkers with those reflecting immunosupression
could represent a good strategy to increase the chances of detecting sepsis patients® ''.

Procalcilonin (PCT) is a precursor of the hormone calcitonin and is synthesized physiologically by thyroid C
cells. In bacterial infections, systemic PCT secretion Is a component of the inflammatory response, being in this
context synthesized in various extrathyroidal neuroendocrine tissues”. Interpreted in combination with medi-
cal history, physical examination, and microbiological assessment, PCT could be a helpful biomarker for early
diagnosis of sepsis". Although many biomarkers aimed to the diagnosis of sepsis have been evaluated in the
literature, PCT s still one of the most employed ones to rule in the presence of infection in the dinical practice.
In turn, measuring gene expression levels in blood of HLA-DRA (encoding the non-polymorphic region of the
alpha-chain of the HLA-DR molecule) has been proposed as a promising tool for evaluating the degree of immu-
nosupression associated to sepsis™", and significantly predicts mortality in this disease'. In the present work, we
employed droplet digital PCR (ddPCR)'®, a next-generation polymerase chain reaction, to quantify gene expres-
sion of HLA-DRA in blood.

The objective of this study was to evaluate the accuracy of the combination between PCT levels in plasma and
expression levels in blood of HLA-DRA to differentiate surgical patients with sepsis from those with no sepsis.

Results

Clinical characteristics of patients in the derivation cohort.  patients with sepsis were mostly elderly
male with co-morbidities, with high blood pressure, chronic cardiovascular disease, diabetes mellitus and ante-
cedent of cancer being the most common. Abdominal surgery was the most frequent kind of surgery in this
cohort. Of the 62 patients suffering from abdominal surgery, 46 patients showed an abdominal source of infec-
tion, 3 patients showed an infection coming from the surgical site, 2 patients had an urological infection as source
of sepsis, 2 patients had a respiratory source, | had a Fournier gangrene, and the remaining 8 had an unidentified
focus of infection. Necessity of urgent surgery was more frequent in the sepsis palients. Sepsis was of nosocomial
origin in 60 cases. In these cases, sepsis followed surgery. In 41 cases, sepsis was originated in the community, rep-
resenting the cause of surgery. Sepsis patients were more severe, as evidenced by the SOFA score al presentation
to the hospital. Sepsis patients stayed longer at the 1CU and also at the hospital. Hospital mortality was 24.7% in
the sepsis group being absent in the group of patients with no sepsis (Table 1).

Clinical characteristics of patients in the validation cohort.  Sepsis patients had a similar profile in
this cohort, being mostly elderty male with high blood pressure, diabetes mellitus and cancer as the most frequent
antecedents. As occurred in the derivation cohort, abdominal surgery was the most frequent kind of

mewwﬂmmha;mmﬂmmﬂ@dspﬂhuswﬂdmmmmnm
with the remainder cases being originated in the community, representing the cause of surgery. SOFA score was
higher in the group of sepsis patients, although the difference with controls was not significant (0.063). Sepsis

patients stayed longer at the ICU and also at the hospital. 12.2% of the patients with sepsis died during hospitali-
zation, for none in the group of patients with no sepsis (Table 2).

Concentration of PCT and HLA-DRA across groups in the derivation cohort. Median concen-
tration of PCT (ng/mL) was as follows (median, interquartilic range in the group of healthy controls. surgical
controls, sepsis patients with no septic shock and sepsis patients with septic shock respectively): 0.03 [0.02); 0.50
[0.97]; 1.34 [5.74]; 9.55 [40.90]. In turn, HLA-DRA expression levels (cDNA copies/ng total mRNA) were as fol -
lows 7618 [2973]; 4468 [3884]: 2100 [2200]; 1858 [2415). Finally, median values of the PCT/HLA-DRA ratio in
the different groups were 0.0000 [0.000]; 0.0001 [0.000]; 0.0008 [0.000]; 0.0056 [0.030]. As showed in Fig. 1, PCT
levels increased with organ failure degree and the presence of sepsis. In contrast, HLA-DRA gene expression lev-
els decreased with organ failure degree and the presence of sepsis (Fig. 1). In consequence, the ratio between both
biomarkers increased with disease severity and sepsis (Fig. 1). Levels of PCT and HLA-DRA showed an inverse
and significant correlation (Supp File 1).

Concentration of PCT and HLA-DRA across groups in the validation cohort. Median concenira-
tion of PCT (ngfmL) was as follows (median. interquartilic range in the group of surgical controls, sepsis patients
with no septic shock and sepsis patients with septic shock respectively): 0.29 [0.71]: 1.03 [3.05]: 6.6 [25.7].1In
turn, HLA-DRA expression levels (cDNA copies/ng total mRNA) were as follows 4928 [3456]; 2372 [4033]; 1866
|1560]. Finally. median values of the PCT/HLA-DRA ratio in the different groups were 0.0001 [0.000]; 0.0004
[0.000]); 0.0037 [0.020]. As occurred in the derivation cohort, the ratio correlated directly with the SOFA score
(Spearman correlation coefficient (r) =0.494, p < 0.001). Levels of PCT and HLA-DRA showed an inverse and
significant correlation also (r= —0.490, p < 0.001).

for detecting sepsis. The AUROC of PCT for differentiating between the group of sepsis patients
and the group of surgical controls with no infection was compared against that obtained for the PCT/HLA-DRA

ratio in the derivation cohort. As evidenced the Delong test, the PCT/HLA-DRA ratio improved the diagnostic
accuracy of PCT in a significanl manner (Fig. 2). The superior diagnostic accuracy of the ratio compared 1o PCT
was preserved when the analysis was repeated splitting sepsis patients in those with septic shock and those with
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Charactertstics Age [years, medtan (1OR)] T2.00(15) 64.00(15) Q006
Malke 535 (66) TL.70 (38) n
High Riood Presssre 55,45 (56) &0 [30) ns
Chronic candiovascular disease 47 (47) 32.65(16) ns
Chironic respiraiony disease 1485 {15) 2LIS0) ns
Chirondc renal (athone ALES (15) 2{1) [T
Chronic hepatic Exthure 297(3) 5.88 (3) ns
Comertadites, % (%) Newrokogic disease A95(5) 3T7(1) ns
Cerehrovasoular disease 396 (4) 5.66 (1) [T
I Habhetcs medlilus 3366 (H) 18.87 (10} 00
Cancer 19.70 (30) H3(M) 0050
I mmunsppression 172417} 13.89(5) ns
LUrpend surgery 63,36 (64) 476 (2) <0001
Carndio-thorack 30(30) Ma2021) nL
Abdominal 62 (62) 43.40(23) ns
Sasrgery Iype. % (n) Meurosurgery 11} L (i) ni
Vaculbar 3N 31T ns
Urodogscal/Renal 1 2.43(5) ool
Oheer 3(3) 183 {1} ns
Length of hospital stay [days, median (IQR)] 265(235) 1o (7.0) <1001
Length of KCU stay [daysmedian (KOR)] 140 (17.0) 40(3.0) <0001
Yhw oo SIRS, % (n) 100 {101) S&.60 {30) <0001
Soepic Shock, % (o) 6139 (62) na na
Mon-sirvivors a day 28, % (o) 19,80 {20 o <0001
Hospital mortality, % (n) .75 (25) o <0001
Unknown HLES(15) ma na
Respiralory Lracl 12.81 {19} na na
Abdomen 4555 (48) ma na
Sounce of infection, % (n) Urinary tract 4.95(5) na na
Safgical ste 554(8) ni na
Bacteremis 495 (5) na na
Other 495(5) na na
Gram+ A65 (47 ni na
Gram— S84 (59) na na
Micrebiclogy. % (n) gl 69(7) na na
Vinus () na na
Podymicrobdal A6 (A1) mna na
SOFA score B8} 1(3) <0001
Total hilirhin (mgfdl) 075 (1.30) w77 (053) ns
o (gl 1520 (7o) 135.0/(55.00 ns
Platclel count (ool mm®) 120000 (194.75) 155000 (740000) ns
Messarements af disgmosss, | INR 1.30(0.42) 123 (@41) ns
|modian (IQR)] Soviiz (%) 7310 19.00) &850 (S0.00) ns
CRP (mgfl.) 13230 (169.25) 57.70 (77.70) <00l
Procalcaonin (ngfml.) S5T(I751) 050 (@97) <0001
White Blood cells (cells!mm”) 14465 (1025750) | 12290 (4575.0) a3
Messtrophils {cells/mm’} 12337 (9220.50) 10016 (4704.5) oMy
Table 1. Clinical characteristics of the patients in the derivation cohort: conlinuous variables are represented as
median, (interquartile range, IQR); categorical variables were represented as (%, n). ICU: intensive care unit; SIRS:
systemic inflammatory response syndrome, SOFA: Sequential Organ Failure Score; CRP, C reactive protein; INR,
no septic shock (Supp File 2). The optimal operating point (OOP) for PCT and the ratio was identified in cach
respective AUROC of Fig. 2. Sensitivity and specificity for each OOP are showed in this figure. Multivariate
analysis demonstrated that the PCT/HLA-DRA ratio outperformed PCT in predicting sepsis (Table 3). A further
multivariate analysis in the validation cohort confirmed the superiority of the PCT/HLA-DRA ratio over PCT
(Table 4).
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C - Age | years, medsan (IOR)] 050 (20) 7000 (12) ns
Male % (n)] 5810 {43) 6150 (13) ns
High Rlood Pressure 4594 (34) 6190 (13) ns
(hronic cardiovascular disease .46 (7 9.52(2) ns
Uhronikc pepiralory disese s41(4) 76 (1) ns
»(a) (hronik renal fadurne B {E) 2.52(2) ns
: Chronic hepatic fatlne 270(2) o(0) ns
IMaboics mellfus 186 {11) 19.04 (4) ns
Cancer 1891 {14) 4286 (9) a2
I pyression .46 (7} 471} ns
Urgenil surgery 79.73{59) 9.52(2) <0001
Abdominal 4730(35) 2381 (5) ns
Samrngery Lype. % (m) Vasoular rm(z) 252(2) ns
Urcsbogiical/ Remal L35(1) 1429 (3) D
her 405 (3) o (o) ns
Length of hospital say |days, median (KR} 15(17) 10 (10) 0043
Lenggth of WOU sty |daysmedian (FOR)] 3(5) 20 0050
SIRS. % (m) 100 (74) 23.81 (5) 0003
Septic Shock, % (n) 4564 (36) o(0) <0001
Hospital montality, % (n) 1216 (%) o (o) ns
Time course and outcome | Respiratory tract, % (n) LS {11 na na
Abdomen % (n) A0S (20) na na
Urinary traci, % (m) S41{4) na na
Surgical site, % (n) 25.68(19) na na
Bacteremia, % (m) 148611} na na
Other, % (n) 1081 (5) na na
PMosiihve cullune 4594 (M) ma na
Gram + 1292 {14) na na
Gram 324 na na
Bcesbtclegs: % ) Fungt 135(1) na na
Virus o{o) na na
Polymicrobial 1892 (14) na na
SOFA score &({7) 250(5) ns
Tiostal bilirusbin {mg'dl) 082 (1.06) 083 (0.59) ns
Ualucorse (mygfdl) 160 (73) 162 (39) ns
Patddat coant {cell'mm”) 135000 (191500) 209000 (146000) | ns
mrm INR 122 (0.33) 111 {1.20) 0023
CRIP {mgL) 21684 (179.83) 10334 (98.85) <0001
Procaktiontn (ngfml) 270(9.35) 029 {0.71) <0001
White Blood odls {cells'mm”} 14960 { 10600} 11280 {8075) ns
Meutrophils {cols/ mm) 13358 50 {11962.50) 1034100 {9362} ns

Table 2. Clinical characteristics of the patients in the validation cohort: continuous variables are represented
as median, (interquartile range, IQR); categorical variables were represented as (%, n)). ICU: intensive care
protein; INR. international normalized ratio; n_s: not significant; n.a: not applicable.

SEPSIS-3 criteria.  The AUROC analysis was repeated in the derivation cohort using the new diagnostic
criteria proposed by the SEPSIS-3 consensus". In consequence, 14 sepsis patients who did not score al least 2
points in SOFA were excluded from this new analysis. Using the SEPSIS-3 criteria, the PCT/HLA-DRA ratio also

better results than PCT to differentiate sepsis (n = 87 patients) from non sepsis patients (n = 53 patients):
PCT [0.82 (0.75-0.90), 0.038]; PCT/HLA-DRA ratio [0.87 (0.81-0.93), 0.031] [AUROC (C195%), p| (p=0.004
in the Delong Test).

Detecting mortality in sepsis. In the derivalion cohort, AUROC analysis for differentialing survivors
from non survivors in the group of patients with sepsis showed the following results: [ AUROC, (confidence inter-
val 95%), p]: PCT [0.78. (0.68-0.77) <0.001]; PCT/HLA-DRA [0.79. (0.70-0.89), <0.001]. Similarly occurred in
the validation cohort: PCT [0.79, (0.65-0.93) 0.005]; PCT/HLA-DRA [0.76.(0.61-0.91), 0.012].
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Figure 1. Dot plot showing patients’ distribution depending on SOFA score and biomarkers’ levels in the
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Figure 2. AUROC analysis for the differential diagnosis between sepsis patients and surgical controls with no
infection in the derivation cohort. OOP: Optimal operating point; Se: sensitivity; Sp: Specificity.

Discussion

Early recognition and timely treatmenl largely determine outcome of sepsis™. This is particularly important in sur-
gical sepsis, where prompt intervention to control the source of infection is a central element to increase survival'”.
Our study, using a derivation-validation approach, demonstrates for the first time that combining quantification of
PCT, a peptide reflecting the host pro-inflammatory response to the infection, with that of HLA-DRA, a transcript
reflecting the immunological suppression occurring in sepsis, is a good strategy to enhance chances of detecting this
disease in surgical patients. Lethality of severe sepsis demands a screening mechanism exhibiting high sensitivity™.
In this regard, the OOP identified for the PCT/HLA-DRA ratio improved the sensitivity of PCT to identify sepsis
patients, preserving specificity (Fig. 2). This could help to improve performance of PCT as a screening biomarker for
sepsis in this context. The logistic regression analysis performed in the two cohorts confirmed the superiority of the
PCT/HLA-DRA ratio over PCT in predicting the presence of sepsis. The association between this ratio and sepsis
was independent of disease severity, of potential confounding co-morbidities and of the basal inflammatory status
of the patient as assessed by the CRP levels in serum and the neutrophil count in blood.
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SOFA Score 47 L6 | 1L&T ooaz 149 LIT | 190 [T ]
Age K] s | 106 0873 L a%s | a7 w74
Urgent Surgery Ga [(7e | <o [057 [a77 [85w | ool
Chronic Renal Fathure a9 |a40 | 16500 |oim TEEACTEEES
Cancer 108 029|400 0.908 1.4 033 | 460 0748
Ihabetes Mellius 289 o8 [1222 |oo4e 241 sl |es7 w20
Meutrophil concentration in bood (cdls'mm®) | 100 Lo | 100 0467 L Loo | Loo 0436
C-Reactive Protein Lo0 Lo | Lo 0026 1.0 Leo | Lo 0021
PCTTHLA- DA == OO (oun0oas) T 182 | 3229 0006 — — — —
PCT = 008 {1115 ng/mlL) - - - o 421 115 1543 | o030

Table 3. Multivariate analysis for evaluating the risk of sepsis in the derivation cohort based on the PCT/HLA-
DRA ratio or Procalcitonin levels. OOP: Optimal operating point.

SOFA soore L] T 125 LE ) | K] oF7 130 99z
Cancer T oz 134 e {1 ] o3 134 woeT
Urgeenil Sargery 1568 280 [rem fooow [ss [295 |3ss7 |oooe
Meutrophil concentration in blood (cells'mm® 100 [100 |10  Joem [100 [0 [100  [o7se
C Reactive Probein 100 |ost [r; [asa  [Lm e% |10z |osos
PCT/HLA-DRA =008 (0.0003) s |12 |wsos [oom | — — |- —

PCT = OOP (1115 ng/mlL) — - |- — 552 |e4n |77 [ozm

Table4. Multivariate analysis for evaluating the risk of sepsis in the validation cohort based on the PCT/HLA-
DRA ratio or Procalcitonin levels. Optimal operating points (OOP) obtained in the derivation cohort were
tested in the validation cohort.

Our study demonstrates that the PCT/HLA-DRA ratio outperforms Pcrmdqlmdmﬂyniﬂaepmsmcem
absence of septic shock in the sepsis patients, although it yielded the largest differences in di
pum-uhmmmmmmmmmt&wruenmumuﬂymemm
ficult scenario to identify sepsis in the clinical practice, and it is in consequence where the ratio could help the
maost.

PCT quantification is widely implemented in medium-large dinical seftings asa complementary test to detect
bacterial infection, which is the most frequent cause of sepsis. Gene expression profiling has demonstrated to be
a valuable tool to identify the presence of sepsis™ -, but its translation to dinical practice has faced the absence of
appropriale which could provide accurate and fast results. In this sense, ddPCR is a next peneration
PCR method that comes to solve these problems, since it allows absolute, reproducible quantification of gene
expression in less than 3 hours, making this technology very attractive for clinical applications™-24,

A strength of our results is that they were confirmed when the analysis was repealed using the new criteria
for sepsis diagnosis proposed by the SEPSIS-3 consensus', criteria which have nonetheless suffered a number
of major criticisms™ and which are yet pending to be endorsed by the International Statistical Classification of
Diseases and Related Health Problems, ICD-11)*. In addition, our work is pioneer in proposing simultaneously
profiling of protein and mRNA-based biomarkers as a new avenue for enhancing chances of sepsis detection. A
limitation of our work is the absence of flow cytometry analysis of HLA-DRA expression on mononudear cells.
Future works should evaluate the same combination of PCT and HLA-DRA, profiling the later on monocyte and
B lymphocyte surface by using flow cytometry, which is a widely available tool in most hospitals. Finally, although
testing the ability to predict mortality was not the goal of our work, our results show that the PCT/HLA-DRA
ratio did not improve the accuracy of PCT to differentiate survivors from non survivors.

In conclusion, our results support the combined quantification of PCT with that of HLA-DRA mBNA as a

promising strategy for improving sepsis detection in surgical patients.

Methods

Ethics approval. ‘The study was approved by the respective Committees for Ethics in Clinical Research of the
participating hospitals (Hospital Clinico Universitario de Valladolid. CE-HCUV), (Hospital Universitario Rio
Hortega de Valladolid, CE-HURH), and (Hospital Clinico Universitario de Salamanca, CE-CAUSA). Methods
were carried out in accordance with current Spanish law for Biomedical Research (2007). Written informed con-
senl was obtained from the patients " relatives or their legal representative before enrolment.
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Patients. Derivation cohort. A total of 101 adult patients (>18 years old) hospitalized at the Surgery
Service or at the Surgical ICU of the participant hospitals with sepsis (according to the definition proposed by
the American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference)” were pro-
spectively included in the study by the participant physicians from April 2013 to January 2016. A control group
consisting of 53 surgical patients with no signs of infection was also recruited. Finally, 16 blood donors of similar
age of patients were included in the study. A specific standard survey was employed to collect the dinical data,
including medical history, physical examination and hematological, biochemical, radiological and microbio-
logical investigations. Treatment decisions were not standardized for all patients but were made by the treating
physician.

Validation cohort. A total of 74 adult patients (=18 years old) hospitalized at the Surgery Service or at the
Surgical ICU of the participant hospitals with sepsis (according to the definition proposed by the American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference)” were prospectively
induded in the study by the participant physicians from January 2017 to January 2018. Acourdmconsiﬂmg
of 21 surgical patients with no signs of infection was also recruited. A specific standard survey was

collect the dinical data, incuding medical history, physical examination and hematological, blodlemkal.ndi
ological and microbiological investigations. Treatment decisions were not standardized for all patients but were
made by the treating physician.

Gene expression analysis. A sample of 2.5mL of blood was collected by using PaxGene (BD) venous
blood vacuum collection tubes in the first 12hours following diagnosis of sepsis or in the first 12 hours follow-
ing surgery in the case of the surgical controls. Blood from healthy individuals was collected at the moment of
donation. Total RNA was extracted from blood samples using the PAXgene Blood RNA System (PreAnalytix,
Hombrechtikon, Switzerland). The evaluation of concentration and quality was performed by spectrometry
(Nano-Drop ND1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE) and RNA Experion Bioanalyzer (BioRad,
CA). Only samples with good quality and concentration were tested by ddPCR. Expression of HLA-DRA was
qnmlﬁedbyddPCR(BloRad)mingpmdesped'thm Primer/Probe Sets, (FAM labeled MGB probes,
‘Thermo Fisher/Scientific- Life Technologies, Waltham, MA): HLA-DRA (Hs00219575_m1). cDNA was generated
from each sample on a Techne TC-512 thermal cydler (Bibby-Scientific, Staffordshire, OSA, UK) starting from
1000ng of mRNA by using iScript Advanced cDNA Synthesis Kit (BioRad, cat:1725038). The obtained volume
of cDNA (20 uL) was further diluted (1/25), and 2.5 uL (5 ng of total mRNA) were employed for

of target gene expression according to the manufacturer instruction’s. Briefly, ddPCR was performed using the
BioRad QX200 ddPCR system, ddPCR Supermix for Probes (no dUTP), and BioRad standard reagents for drop-
let generation and reading. End-point PCR with 40 cydes was performed by using C1000Touch Thermal Cydler
(BioRad) after splitting each sample into approximately 20,000 droplets. Next, the droplet reader used at least
10,000 droplets to determine the percentage of positive droplets and calculation of copy number of cDNA per
nanogram of initial mRNA.

Procalcitonin and C-reactive Protein Quantification. Procalcitonin (PCT) measurement in plasma
was performed by electrochemiluminescence immunoassay on a chemistry analyzer (Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Meylan, France) in samples collected in the first 12 hours following diagnosis of sepsis or in the first
12 hours following surgery in the case of the surgical controls; limit of detection 0.02 ng/mL. Serum C-reactive
mﬂn(m)mmmwmmmmmhdmncm(ém Module Analyzer, Roche
Diagnostics); limit of detection 0.15mg/dL.

Both samples for HLA-DRA and PCT quantification were stored al —80°C to be profiled in the same moment

with the same platforms to avoid bias due to multiplatform testing.

Statistical Analysis. Differences in demographic and dinical characteristics between patient groups were
assessed using the x” test for categorical variables and the Mann Whitney U test for continuous variables. The
accuracy of biomarkers for detecting sepsis was studied by calculating the area under the receiver operating char-
acteristic curve (AUROC). The AUROC obtained for the PCT/HLA-DRA ratio was compared with that obtained
for PCT alone by using the DeLong test™. The optimal operating point (OOP) was calculated, being the value
for which the point on the curve had the minimum distance to the upper left corner (where sensitivity—1 and
specificity = 1). By Pithagoras’ theorem this distance is:

OOP = [(1 — sensitivity} + (1 — specificity)’

Categorical variables were created, using each OOP identified as the cut-off. The association between these
variables and the risk of presenting sepsis was further evaluated by logistic regression analysis. Potential con-
founding factors were identified from Table 1 by using an univariate analysis. Those variables yielding p val-
ues < 0.1 were further introduced as adjusting variables in the multivariate analysis. Multivariate analysis was
repeated in the validation cohort using the same approach to validate the performance of the cut-offs identified
in the derivation cohort. The statistical analysis was performed by using the IBM SPSS 22.0 software (SPSS,
Chicago, IL, USA), except the DeLong test that was performed using the NCSS 12 software (Kaysville, Utah,
USA). AUROC analysis was also employed to evaluate biomarkers® accuracy to predict mortality.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION
CLINICA QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid

SERVICIO / UNIDAD: SERVICIO DE ANESTESIOLOGIA Y REANIMACION HURH /
LABORATORIO DE INFECCION E INMUNIDAD HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE
VALLADOLID/

EMAIL: caldecoaal@saludcastillayleon.es; jfbermejo@saludcastillayleon.es;

I) Finalidad de la linea de trabajo propuesta: la sepsis es una enfermedad grave
gue ocurre cuando no se puede controlar una infeccion. En su grado mas extremo
puede causar fallo del funcionamiento de varios 6rganos e incluso la muerte. Esta
enfermedad es un problema sanitario de primer orden. El diagndstico y tratamiento
temprano de la misma son la principal arma para evitar sus consecuencias. Nuestra
linea de trabajo tiene como finalidad encontrar biomarcadores y huellas moleculares
gue nos permitan identificar a los pacientes con infeccion grave que pueda ser una
sepsis, y poder valorar adecuadamente el grado de severidad de estos pacientes. Los
resultados de estos estudios ayudaran probablemente a diagnosticar y/o tratar de

manera mas precisa a los enfermos con una enfermedad como la suya.

II) Algunas consideraciones sobre su participacion:

Es importante que Vd., como potencial donante de muestras, conozca varios aspectos

importantes:

A) La donacion de muestras es totalmente voluntaria.

B) Puede plantear todas las dudas que considere sobre su participaciéon en este

estudio.

C) Se solicita su autorizacion para la toma y uso en investigacion biomédica de
muestras de sangre. En dichas muestras se obtendran y/o analizaran células, material
genético (ADN, ARN), proteinas, metabolitos, microorganismos utilizando los métodos

que el
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION
CLINICA QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid

investigador principal considere necesarios para avanzar en la linea de trabajo arriba

expuesta.

D) Se le tomard un volumen relativamente pequefio (10 ml) de sangre venosa
mediante una puncion en el brazo en principio en toma Unica (si el estudio lo requiriera,
se le podria solicitar la toma de muestras posteriores, asi como muestra de orina o
muestras respiratorias). La donacién de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo
mas frecuente es la aparicion de pequefios hematomas en la zona de puncién que

desaparecen transcurridos 1 o 2 dias.

E) No percibira ninguna compensaciéon econémica o de otro tipo por las muestras
donadas y éstas no tendran valor comercial. No obstante, la informacién generada a
partir de los estudios realizados sobre su muestra podria ser fuente de beneficios
comerciales. En tal caso, estan previstos mecanismos para que estos beneficios

reviertan en la salud de la poblacion, aunque no de forma individual en el donante.

F) Las muestras y los productos obtenidos de las mismas seran almacenados y
custodiados en el Laboratorio de Infeccibn e Inmunidad del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid, lugar designado para este fin por el Investigador Principal
del Estudio. La persona responsable de la custodia es el Dr Jesis F Bermejo
(responsable del proyecto). La muestra quedara alli depositada de forma indefinida, al
menos hasta la consecucién de los fines cientificos de la linea de trabajo arriba
expuesta (siempre que no se haya consumido en su totalidad en el curso de los
trabajos asociados a la misma). Si en dicho momento se propusiera el paso de las
muestras a un Biobanco oficialmente reconocido, se le volvera a solicitar su
consentimiento para ello.

G) Los datos personales asociados a las muestras serdn tratados segun lo dispuesto
en la legislacion vigente sobre proteccion de datos de carécter personal (Ley Organica

15/1999), de 13 de diciembre) y cualquier otra que resultara aplicable.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION
CLINICA QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid

H) La informacion obtenida se almacenard en una base de datos, en soporte
informatico, registrada en la Agencia Espafiola de Proteccion de Datos, segun la
legislacion vigente (Ley Organica 15/1999). Los datos registrados seran tratados
estadisticamente de forma codificada. En todo momento el donante tendréa derecho de
acceso, rectificacion o cancelacion de los datos depositados en la base de datos
siempre que expresamente lo solicite. Para ello deberd ponerse en contacto con el
investigador principal. Los datos quedaran custodiados bajo la responsabilidad del

Investigador Principal del Estudio.

I) Las muestras y/o la informacion clinica asociada a las mismas podran ser utilizadas
por el grupo del investigador principal en estudios futuros de investigacion
relacionados con la linea de trabajo arriba expuesta. Dichas muestras y/o la
informacioén clinica asociada a las mismas podran ser cedidas a otros investigadores
designados por el Investigador Principal para trabajos relacionados con esta linea,
siempre al servicio de proyectos que tengan alta calidad cientifica y respeto por los
principios éticos. En estos dos Ultimos casos, se solicitara antes autorizacién a nuestro

Comité Etico de Investigacion Clinica.

J) La falta de consentimiento o la revocacion de este consentimiento previamente

otorgado no supondra perjuicio alguno en la asistencia sanitaria que Vd. recibe/recibira.

K) Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten informaciéon
relevante para su salud o la de sus familiares. Vd. tiene derecho a conocerla y

trasmitirla a sus familiares si asi lo desea.

L) Sélo si Vd. lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser contactado en el futuro

para completar o actualizar la informacién asociada al estudio.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION
CLINICA QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

Estudio: Desarrollo de un escore molecular de fallo de rgano (mSOFA) para
diagnéstico y prondstico de sepsis

Yo,

(Nombre y apellidos del paciente 6 representante legal)

He leido la informacion que me ha sido entregada.

He recibido la hoja de informacion que me ha sido entregada.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado del estudio con

(nombre y apellidos del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
1.- Cuando quiera.
2.- Sin tener que dar explicaciones.

3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Por la presente, otorgo mi consentimiento informado y libre para:

- El fin para el que se utilizaran mis muestras y datos personales segun lo recogido en
la hoja de informacién al paciente que me ha sido entregada.

- Accedo a que los médicos del HOSPITAL UNIVERSITARIO RiO HORTEGA DE
VALLADOLID contacten conmigo en el futuro en caso de que se necesite obtener
nuevos datos. ...Sl..... NO (marcar con una X lo que proceda)

- Accedo a que los médicos del HOSPITAL UNIVERSITARIO RIO HORTEGA DE
VALLADOLID contacten conmigo en caso de que los estudios realizados sobre mis
muestras / datos aporten informacién relevante para mi salud o la de mis
familiares ...SlI..... NO (marcar con una X lo que proceda)

Una vez firmada, me sera entregada una copia del documento de consentimiento.
ANEXO 1
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CLINICA QUE IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid

FIRMA DEL PACIENTE / REPRESENTANTE LEGAL NOMBRE Y
APELLIDOS FECHA

Yo he explicado por completo los detalles relevantes de este estudio al paciente
nombrado anteriormente y/o la persona autorizada a dar el consentimiento en nombre
del paciente.

FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMBRE Y APELLIDOS
FECHA

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

Estudio: Desarrollo de un escore molecular de fallo de rgano (mSOFA) para
diagnéstico y prondstico de sepsis

APARTADO PARA LA REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO (CONTACTAR CON
EL INVESTIGADOR PRINCIPAL)

Yo revoco el

consentimiento de participacibn en el estudio, arriba firmado con fecha

Firma:
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PROTOCOLO DE RECOGIDA DE MUESTRAS. PROYECTO mSOFA REA HURH.

ORDEN RECOMENDADO DE EXTRACCION PARA LAS MUESTRAS DEL PROYECTO

1. Pruebas de rutina
2. Tubo EDTA
3. 2 Tubos PAXgene

El orden de llenado de los tubos mejora la calidad de las muestras y la
exactitud y finalidad de los resultados.

La estandarizacion de las técnicas de extraccion permite realizar esta forma
protocolizada, lo que ayudara a que se trabaje con criterios de calidad.

DIA DE EXTRACCION DE LA MUESTRA: dia del reclutamiento.

Los tres tubos se recogeran a todos los pacientes quirargicos hospitalizados
que cumplan criterios de infeccion.

EDTA: Recoger 1 solo tubo por paciente:

Procedimiento de obtencién de la muestra:

Extraer sangre periférica en un tubo EDTA (3-4ml).[Tapon
morado]

Agitar cuidadosamente para evitar la formacion de coagulos.
Rotular en el tubo: En la pegatina del paciente se pondra el
numero de historia y la fecha de extraccion de la muestra.

e Conservar a 42C hasta su procesamiento.

Procesamiento:

e Centrifugar la muestra unos 10 minutos a 2000-2500 rpm..

e Separar el plasma en 2 alicuotas (eppendorf).
e Rotular los eppendorf de la siguiente manera:

o HURH_Numero de historia + Fecha de extraccién
e Congelar en una caja especifica de congelacién a -802C.

PAXgene: Recoger 2 tubos por paciente.

Procedimiento de obtencién de la muestra:

e Extraer 2,5 ml de sangre con sistema vacutainer si es posible. Para realizar la
extraccion, declinar el tubo de tal modo que el contenido no toque la vena del

paciente.

e Invertir el tubo PAXgene varias veces para favorecer la mezcla.(De 8 a

10 veces)

e Rotular en el tubo: En la pegatina del paciente se pondra:

o HURH_Numero de historia + Fecha de extracciéon |

e Mantener el tubo a temperatura ambiente durante un minimo de dos X 10
horas y un maximo de 72 horas.

e Transcurrido este tiempo congelar el tubo directamente a -802C.
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