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Resumen

La sepsis constituye un problema sanitario de primer orden a nivel mundial. Es una
enfermedad tiempo-dependiente, con una elevada tasa de morbilidad y mortalidad. Esto
hace que el diagnostico precoz sea fundamental para disminuir dichas tasas. El aumento
progresivo de su incidencia y prevalencia hace que la sepsis suponga una importante
carga socioecondmica para los sistemas sanitarios. Actualmente, supone la primera causa
de mortalidad no coronaria a nivel mundial y representa una de las patologias mas
prevalentes tanto en los servicios de Urgencias hospitalarias como en las Unidades de

Cuidados Intensivos.

La ausencia de un sintoma guia en la sepsis hace que su diagndstico sea complicado, y
que por tanto, dispongamos de una baja sensibilidad y especificidad para detectarla. Esto
puede provocar, por una parte, la no identificacion de los pacientes con la consiguiente
demora en el tratamiento y una mayor mortalidad; y por otra parte, el sobrediagnostico
de pacientes con el consecuente sobretratamiento con antibidticos. Por ello, es
fundamental disponer de herramientas diagnosticas rapidas y fiables. En este sentido, la
utilizacion de biomarcadores puede ser una importantisima alternativa a la hora de

conseguir estos objetivos.

En la sepsis se ha observado la existencia de una desregulacion en la funcidén del
neutr6filo, desembocando en fendmenos de granulopoyesis de emergencia o

degranulacién de los neutrofilos, asi como la presencia de disfuncion endotelial.

Esta tesis pretende poner de manifiesto cual es el papel que juegan biomarcadores
representativos de la granulopoyesis de emergencia, la degranulacion del neutrofilo y la
disfuncion endotelial en el diagnostico, estratificacion de gravedad y prondstico en la
infeccidn, en el contexto de pacientes quirurgicos, utilizando aproximaciones tanto
transcriptomicas mediante PCR de ultima generacion, como protedmicas mediante

tecnologia multiplex.
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Introduccion

. A)JEPIDEMIOLOGIA E HISTORIA DE LA SEPSIS.

La sepsis representa un problema sanitario de primer orden a nivel mundial. Es una
enfermedad tiempo-dependiente, con una elevada tasa de morbilidad y mortalidad. Esto
hace que el diagnostico precoz sea fundamental para disminuir dichas tasas. El aumento
progresivo de su incidencia y prevalencia hace que la sepsis suponga una importante
carga socioecondmica para los sistemas sanitarios. Actualmente, constituye la primera
causa de mortalidad no coronaria a nivel mundial y representa una de las patologias mas
prevalentes tanto en los servicios de Urgencias hospitalarias como en las Unidades de
Cuidados Intensivos (UCIs), resultando ser mas del 80% de los casos originarios de la

comunidad.

¢ EPIDEMIOLOGIA

Globalmente, se ha estimado que 31,5 millones de casos de sepsis y 19,4 millones de
casos de sepsis grave se tratarian cada afio en hospitales de todo el mundo, pudiendo
llegar a producirse hasta 5,3 millones de muertes anuales en todo el planeta.! La sepsis
ocasiona mas defunciones que otras patologias comunes como el cdncer de mama o

prostata o el infarto de miocardio.

Mas de 1,7 millones de personas en Estados Unidos son diagnosticadas de sepsis cada
afio, una cada 20 segundos y la incidencia aumenta cada ano. La sepsis es la principal
causa de muerte en Estados Unidos?, 270.000 personas mueren cada afio, una cada 2
minutos®. Hasta el 87% de los casos de sepsis se originan en la comunidad®. La sepsis
supone aproximadamente el 6% de las hospitalizaciones y el 35% de las muertes

hospitalarias®. Ademas, supone la principal causa de reingresos hospitalarios, con un 19%
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de casos que vuelven a ser hospitalizados a los 30 dias*. La mortalidad asociada a la sepsis
aumenta hasta un 8% por cada hora de retraso en su tratamiento. Hasta un 80% de las
muertes a causa de la sepsis se podrian haber evitado con un diagndstico precoz y un
tratamiento rapido®. Ademas, los supervivientes a la sepsis tienen una esperanza de vida
menor, tienen peor calidad de vida y tienen un 42% maés de probabilidades de cometer un
suicidio® 7. La sepsis es la patologia con mayor coste hospitalario en Estados Unidos® °.
El coste medio por estancia hospitalaria es de 18.4003, el doble del coste medio por

estancia de todas las demas afecciones'?.

En Europa, el estudio SOAP afirma que la sepsis podria ser ya la enfermedad mas
prevalente en las UCIs, con una mortalidad y gasto econdmico mayor que otras patologias
de similar prevalencia'!. Vincent JL et al en un estudio comparando una década después
los pacientes del estudio SOAP (2002) con los del estudio ICON (2012), afirman que la
presencia de sepsis ha aumentado ligeramente de un 29,6% a un 31,9%. Sin embargo, las
estancias en UCI y la mortalidad tanto hospitalaria como a los 60 dias se han mantenido

estables a lo largo del tiempo!2.

En Espana, se ha estimado la incidencia de sepsis en 367 casos por cada 100.000
habitantes y afo, con una mortalidad hospitalaria asociada del 12,8%. Los casos de sepsis
grave se establecieron en 104 casos por cada 100.000 habitantes y afio, con una
mortalidad hospitalaria del 20,7%. En el caso del shock séptico se estimé una incidencia
de 31 casos por cada 100.000 habitantes y afio, con una mortalidad hospitalaria asociada
del 45,7%. En Espafia se estiman 17.000 fallecimientos anuales a causa de la sepsis, de
los cuales €l 70% fallece durante los tres primeros dias tras el diagnostico'. La sepsis ha
generado un incremento en términos de hospitalizacién, muertes y costes en el sistema
sanitario publico espaiol desde el afio 2000 hasta el 2013, pero la incidencia y mortalidad
parecen estabilizarse en el intervalo del 2010 al 2013, observandose una disminucion en

la estancia hospitalaria durante este mismo intervalo de tiempo!®.

Junto con todo esto, debemos tener también en cuenta el progresivo aumento de poblacion
anciana, en la que estan presentes diversos factores como las comorbilidades que padecen,
que afectan en muchas ocasiones a su salud endotelial; la malnutricion; la fragilidad y la
inmunosenescencia, la alteracion de su sistema inmune debido a la edad. Todos ellos son

factores predisponentes a un mayor riesgo a la hora de desarrollar formas graves de
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sepsis'®. En el afio 1950 el porcentaje de personas mayores de 60 afios suponia en torno
al 8% de la poblacion mundial, habiéndose incrementado dicho porcentaje hasta el 10%
en el afio 2000. Se estima que en el afio 2050 este porcentaje se elevara hasta el 21%!°.
Ademas, se prevé que durante las proximas décadas, la poblaciéon mayor de 80 afios
aumente al doble de la existente en la actualidad, estimandose el porcentaje de esta
poblacion para el afio 2050 en un 9,6% de la poblacion total en Europa y en torno al 9%

de la poblacion de América del Norte!”.

¢ HISTORIA

El concepto de sepsis ha estado presente a lo largo de la historia, existiendo tratados
médicos en los que se habla de la existencia de un terrible cuadro sufrido por algunas
personas y la posible extension generalizada de una infeccion, asi como de los remedios
que se empleaban para tratarlo. Asi, hacia el afio 1550 a.C, en el “papiro Ebers” escrito
en lengua hieratica egipcia se relatan cuadros de “hinchazones malolientes con abundante
pus y aire en su interior, que si se inciden quirdrgicamente pueden extender su mal a todos

los miembros del cuerpo™'®.

El origen de la palabra sepsis proviene del griego onyig (sipsis) que significa
putrefaccion: s€p- onmo (gr. ‘pudrir’) mas el sufijo -sis onfyig (pudrir-se). Homero fue el
primero en acufiar dicha definicion hace mas de 2.700 afios!®. Se consideraba esta
enfermedad como una descomposicion bioldgica en el interior del cuerpo a causa de unos
“principios internos” capaces de generar una peligrosa autointoxicacion, resultante en una
putrefaccion maloliente?®. Dicho concepto de “generacion espontinea” se mantuvo

durante siglos, hasta el siglo XIX?!.

Ya el médico griego Hipdcrates (460-370 a.C) describid, probablemente por primera vez,
el cuadro clinico del shock séptico y afios después, el filosofo florentino Niccold

Magquiavelo (1469-1537) describi6 la complejidad que suponia tanto diagnosticar dicha
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enfermedad como su tratamiento??. Por otra parte, Galen (129-199 d.C) consider6 que la

sepsis era un evento loable, necesario para la curacion de las heridas®.

Por otro lado, Marcus Terentius Varro, alrededor del afio 100 a.C, fue el primero en
articular el concepto de contagio. Sugiridé que “pequeiias criaturas invisibles a la vista,
llenan la atmosfera, y respiradas a través de la nariz, causan enfermedades peligrosas™?2.
En 1546, Girolamo Fracastoro escribi6 “contagium virum”, primer indicio claro de lo que
se ha llegado a conocer como “teoria del germen”. Teorizé que las infecciones se podian
transmitir por contacto directo o indirecto a través del aire, por semillas o gérmenes
invisibles?*. Sus teorias tienen un superficial, pero notable parecido con los postulados de
Koch, que llegaron 300 afios mas tarde. Sin embargo, no fue hasta el aiio 1683 cuando de

la mano de Anthony van Leeuwenhoek, fueron posibles las primeras observaciones al

microscopio??.

En 1847, Ignaz Semmelweis introdujo un hito fundamental, las practicas antisépticas
previas a los exdmenes de pacientes. Observo que existia una relacion entre la fiebre
puerperal desarrollada por las parturientas que eran asistidas durante el parto por obstretas
estudiantes, y que habian participado previamente en autopsias®. Instaur6 el lavado de
manos con una solucion de cal antes de las exploraciones ginecologicas, reduciendo la
tasa de mortalidad de la fiebre puerperal del 18% al 3%. Esto represent6 el primer ensayo

clinico realizado en enfermedades infecciosas?®.

Louis Pasteur durante la segunda mitad del siglo XIX, demostr6 mediante un
experimento, que el proceso de putrefaccion no tiene lugar sin la participacion de
organismos vivos. Robert Koch, en la década de 1870 describid los agentes etiologicos
de algunas enfermedades como el antrax, el colera o la tuberculosis?’. Esto sento las bases
para empezar a prevenir la entrada de microorganismos en el cuerpo humano. Asi, Joseph
Lister (1827-1912) al observar que las fracturas abiertas se infectaban mas que las

cerradas, comenzo a desarrollar métodos antisépticos en las cirugias?®,

El descubrimiento de que los gérmenes producian y secretaban sustancias venenosas,
llamadas “toxinas” vino de la mano de Ludwig Brieger (1849-1919) en el afio 1886. Las
toxinas de la difteria y el tétanos fueron las primeras toxinas bacterianas identificadas.

Estos hallazgos culminaron con el descubrimiento de las anti-toxinas por Emil von
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Behring (1854-1917) y Shibasaburo Kitasato (1856-1931) en 1890. Richard Pfeiffer
(1858-1945), compafiero de Robert Koch, establecio en el afio 1892 el concepto de
“endotoxina”, definido como un veneno bacteriano termoestable y responsable de las
consecuencias fisiopatologicas de algunas enfermedades infecciosas, a diferencia del
concepto de “exotoxina”, que son termolabiles*. Fue por primera vez en el afio 1909,
cuando se publicé la informacion relativa a los doce primeros casos de pacientes con
sepsis provocada por bacterias gram negativo, en concreto Escherichia coli, de los cuales

fallecieron la mitad3°.

Pero la primera definicion cientifica de sepsis no llego6 hasta el afio 1914 cuando Hugo
Schottmiiller la definio asi: "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 Organos a distancia"3!.

Sin embargo, fue William Osler en uno de sus famosos libros “The Evolution of moderm
Medicine", el primero en reconocer el papel fundamental que juega la respuesta del
huésped en esta enfermedad y en entenderla tal y como lo hacemos ahora. En su libro
cita: “salvo en contadas ocasiones, el paciente parece morir de la respuesta del cuerpo a

la infeccion en lugar de por la infeccion"32 33,

En el afo 1967 se describe por primera vez la existencia de un cuadro clinico agudo al
que hoy conocemos con el nombre de “Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo
(SDRA)”. En el afo 1973 Tilney publica por primera vez la presencia de un sindrome
clinico en el que se produce un fallo progresivo de diversos 6rganos**. Bone en los afios
90 postula que en el contexto de un proceso séptico, el fallo de 6rgano se desencadena
como consecuencia de la desregulacion de la respuesta inflamatoria sistémica entre los

mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios®.

Es en el afio 1992 cuando por fin el ACCP (American College of Chest Physicians) y la
SCCM (Society of Critical Care Medicine) deciden reunirse con el objetivo de aunar
conceptos y elaborar definiciones en el 1° Consenso Internacional, para su utilizacién en

la practica clinica y en materia de investigacion®®.
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Las definiciones de los conceptos asociados a la sepsis siguen siendo materia de debate y
controversia entre los expertos, habiéndose producido varias actualizaciones a lo largo de
estos ultimos anos. La sepsis sigue siendo un problema sanitario de primer orden,
disponiendo de un gran porcentaje de los recursos sanitarios y suponiendo un reto para
sumanejo y tratamiento. Sigue siendo de caracter prioritario el diagndstico precoz de esta
enfermedad, la inica arma de la que disponemos, y que ha demostrado ser hasta ahora, la

mas eficaz para un mejor tratamiento y pronoéstico de este sindrome.

. B) EVOLUCION DE LA DEFINICION DE SEPSIS.

Como consecuencia de la complejidad y ambigiiedad de la sepsis, no es hasta los afios 90
cuando se establece una terminologia para definirla. Roger Bone, en 1980, propone por
primera vez el concepto de “sindrome sepsis”, definido por la presencia de hipotermia
(<35°C) o hipertermia (>38,3°C), taquicardia (>90 lpm), taquipnea (>20 rpm), evidencia
clinica de foco de infeccidn, y la presencia de al menos mala perfusion o disfuncion de
un oOrgano, reflejado por entidades como la presencia de hipoxemia, oliguria, lactato
elevado®’. Aunque este término de sindrome sepsis ha sido utilizado para establecer los
criterios de inclusion para estudios clinicos, no define de forma satisfactoria a un grupo

homogéneo de pacientes®® ¥.

12 Consenso Internacional

Como ya se menciond anteriormente, no es hasta el afio 1992 cuando el ACCM
(American College of Chest Physicians) y la SCCM (Society of Critical Care Medicine)
deciden aunar criterios y establecer definiciones en torno a la sepsis en el 1° Consenso
Internacional. Como resultado de este primer consenso se introdujo el término de
“Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica” (SIRS), el cual se define por la

presencia de al menos dos de los siguientes cuatro criterios clinicos:
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e Temperatura > 38°C o <36°C.
e Taquicardia > 90 Ipm.
e Taquipnea > 20 rpm o PaCo2 < 32mmHg.

e Leucocitosis (12x10%/L) o leucopenia (<4x10°/L) o0 >10% formas inmaduras.

El SIRS representa una respuesta inflamatoria de cualquier etiologia, entre las que se
incluye la sepsis cuando se confirma, ademas, la presencia de una infeccion. Dentro de la
patologia de la sepsis se definieron varios estadios de gravedad: sepsis grave, como
aquella sepsis que cursa con disfuncion orgénica, hipoperfusion o hipotension; y shock
séptico, como aquella sepsis grave asociada, ademads, a una hipotension refractaria a

tratamiento de resucitacion con fluidos®® (Figura 1).

Criterios SIRS :

»T2>38°Co<36°C

»FC > 90 latidos/minuto

»FR > 20 resp/minuto o pCO2 arterial < 32 mmHg
» Leucocitos > 12.000 céls/mm3 6 < 4000 céls/mm3
6 > 10% de formas inmaduras.

SHOCK SEPTICO
SEPSIS GRAVE * Sepsis grave + Hipotensién

refractaria

e Sepsis + Hipotensién/Hipoperfusion
y/o disfuncién de al menos 1 érgano

SEPSIS

¢ SIRS+Infeccion

SIRS

® 2 6 mas criterios

Figura 1. Definiciones del 1°Consenso Internacional de 1992.

De esta conferencia también surgid el nuevo término de “Sindrome de disfuncion
multiorgénica” (MODS), definido como “la presencia de disfuncion orgédnica de forma
aguda en aquellos pacientes que no son capaces de mantener su homeostasis sin
tratamiento”. Desde entonces, se han propuesto numerosas escalas para evaluar y
cuantificar el grado de disfuncion organica, asi como el grado de morbilidad posterior en

estos pacientes® 40,

28



22 Consenso Internacional

Poco tiempo después de la celebracion de esta primera conferencia de 1992, comenzaron
a surgir controversias y debates entre los expertos en torno al concepto de SIRS, que lo
consideraban muy sensible y poco especifico. Por este motivo, en el afio 2001 se convocd
una nueva conferencia (2°Consenso Internacional), en la que se modificaron y ampliaron

los criterios que definian la presencia de SIRS, y se validaron el resto de definiciones.

En 2001, se introduce el sistema PIRO (Predisposicion, Infeccion, Respuesta, Disfuncion
Orgénica) en base a factores prondsticos relacionados con la sepsis, pretendiendo hacer

una clasificacion similar a la ya existente en TNM tumoral®!' (Tabla 1).

P | Predisposicion genética del paciente que puede condicionar mala evolucion.

I | Infeccién dependiendo del agente causal, localizacion y extension, o el tiempo de

espera para la implantacion de terapia antibiotica.

R | Respuesta inflamatoria del organismo que implica liberacion de mediadores

proinflamatorios y citoquinas que desembocan en un fallo orgéanico.

O | Disfuncién Organica como principal factor determinante del mal prondstico en
los pacientes sépticos.

Tabla 1. Sistema PIRO introducido en 2001. Adaptacion de Levy M.M et al. “2001
SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions Conference” (PMID:
12664219).

Para la elaboracion de este sistema PIRO se tuvieron en cuenta las clasificaciones
sugeridas por los participantes en las conferencias para la definicion de sepsis, asi como
para la estratificacion de los pacientes tanto por datos de laboratorio como por criterios

clinicos.

En el afio 2004, diferentes organizaciones como la Sociedad Europea de Medicina y
Cuidados Intensivos”, el “Foro de Sepsis Internacional”, o la “Sociedad de Medicina de
Cuidados Criticos”, llevaron a cabo una serie de iniciativas, como la publicacion de guias

internacionales de la “Campafia para sobrevivir a la Sepsis” (SSC) en revistas de gran

9942 9943

impacto como “Critical Care Medicine”** e “Intensive Care Medicine”*, con el inico

objetivo de intentar disminuir la mortalidad asociada a la sepsis grave y el shock séptico.
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En estas guias se resumen diferentes pautas de actuacion clinica en la sepsis grave y shock

séptico. Se actualizaron en el afio 2012, publicandose en 2013. Segun la actualizacion de

la SSC del 2012, se pautan los siguientes criterios de sepsis* 4

CONCEPTO DEFINICION CRITERIOS

Manifestaciones generales:
-Temperatura > 38°C o0 < 36°C
-Taquicardia > 90 lpm

-Taquipnea > 20 rpm o PaCo2 < 32mmHg
-Alteracion estado mental.

-Edema significativo o balance positivo de
fluidos (20 mL/kg 24 h).

-Hiperglucemia (>140 mg/dL or 7,7
mmol/L) en ausencia de diabetes.
Variables inflamatorias:

-Leucocitosis (>12x10 9/L) o Leucopenia
) (<4x10 9/L( 0 >10% formas inmaduras
Infeccion conocida o )
) -Proteina C Reactiva en plasma > 2 SD el
. sospechada asociada a
Sepsis _ ‘ valor normal.
manifestaciones o
-Procalcitonina en plasma > 2 SD el valor
clinicas.
normal.

Variables hemodinamicas:
-Hipotension (TAS<90mmHg, TAM<70
mmHg o disminucion de >40mmHg en
TAS basal).

Variables disfuncion de 6rgano:
-Hipoxemia arterial (PaO2/Fi02 <300)
-Oliguria aguda (<0,5 mL kg—1 h—1
durante al menos 2 h a pesar de adecuada
resucitacion fluidica).

-Aumento de creatinina (>0,5 mg/dL o

44,2 nmol/L)
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-Alteracion de coagulacion (INR >1,5 o
aPTT >60 s)

-fleo

-Trombocitopenia (plaquetas >100.000
uL-1)

-Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total >4
mg/dL o 70 umol/L en plasma)
Variables perfusion de tejidos:
-Hiperlactatemia (>1 mmol/L)
-Disminucioén del rellenado capilar o

moteado

Sepsis + disfuncion de

-Hipotension

-Lactato por encima de los niveles
normales.

-Oliguria (<0,5 mL kg—1 h—1 durante al
menos 2 h a pesar de adecuada resucitacion

con fluidoterapia).

. un 0rgano o ) )
Sepsis ‘ o -Pa02/Fi0; <250 en ausencia de neumonia
hipoperfusion tisular . .
Grave . como foco de infeccion.
secundaria a la ' _
. _ -Pa0,/Fi0; <200 en presencia de
infeccion. ) )
neumonia como foco de infeccion.
-Creatinina >2,0 mg/dL (176,8 umol/L)
-Bilirrubina >2 mg/dL (34,2 umol/L)
-Plaquetas <100.000 pL.
-INR>1,5
‘ | -Hipotension
Hipotension refractaria . .
de adecuad -Lactato por encima de los niveles
a pesar de adecuada
Shock P o normales.
resucitacion con o
Séptico -Oliguria (<0,5 mL kg—1 h—1 durante al

fluidoterapia que

precisa de vasopresores.

menos 2 h a pesar de adecuada resucitacion

con fluidoterapia).

Tabla 2. Criterios diagnosticos de SSC, publicadas en 2013




32 Consenso Internacional

En el afio 2016 tiene lugar el 3° Consenso Internacional (SEPSIS-3) para las definiciones
de sepsis y shock séptico. La principal novedad es que desaparecen los términos de SIRS
y sepsis grave, centrandose exclusivamente en la fisiopatologia de la sepsis, que cobra

una mayor relevancia en este escenario®®.

Cobra especial importancia en estas definiciones el fallo de 6rgano, evaluado a través de
la escala de gravedad mas usada en las unidades de cuidados criticos, la escala SOFA

(Sequential Organ Failure Assessment) %, Asi, se promulgan las siguientes definiciones:

e Sepsis: respuesta desregulada del huésped a la infeccién, que produce una
disfuncién de 6rgano potencialmente mortal. Se define como una infeccion
documentada o sospecha de la misma en presencia de fallo multiorganico,
definido como un incremento agudo de 2 o mas puntos en la escala SOFA,
asumiendo una puntuacion de 0 en aquellos pacientes en los que se desconozca la
existencia previa de fallo de o6rgano (Figura 2)*.

e Shock séptico: situacion en la que las anomalias celulares, circulatorias y
metabodlicas subyacentes son lo suficientemente profundas para aumentar su
mortalidad. Se define como una sepsis asociada a una hipotension persistente que
requiere el uso de vasopresores para mantener una tension arterial media (TAM)
> 65 mmHg y la presencia de lactato > 2 mmol/L, a pesar de realizar una correcta

fluidoterapia (Figura 2)*7.
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SHOCK SEPTICO

SEPSIS ® Sepsis + H.igo(tje;sién persistente
con necesidad de vasopresores.
GRAVE e Lactato >2mmol/L.
SEPSIS
* SOFA >2

SIRS

Figura 2. Definiciones del 3° Consenso Internacional para las definiciones de sepsis y

shock séptico (SEPSIS-3).

Ademas, en esta conferencia se introduce un nuevo concepto, el quick SOFA (qSOFA),
basado también en la escala SOFA, y cuyo proposito es dotar a los clinicos de una
herramienta precoz que les permita detectar con mayor antelacion y fuera de las unidades
de cuidados criticos, a los pacientes que puedan estar desarrollando una infeccion con
fallo de organo, considerando que la presencia de 2 de los 3 criterios que lo definen, hace
que un paciente tenga un qSOFA positivo, y por tanto, sea sospechoso de estar

desarrollando una sepsis (Tabla 3)%,

CRITERIOS qSOFA (quick SOFA)

-Frecuencia respiratoria > 22 rpm.
-Alteracion del estado mental (Escala de Coma de Glasgow (GCS) < 13).

-Presion arterial sistolica (PAS) > 100 mmHg.

Tabla 3. Criterios gSOFA del 3° Consenso Internacional para las definiciones de sepsis

y shock séptico (SEPSIS-3)%.

33



|. C) ESCALAS DE GRAVEDAD EN LA SEPSIS

Las escalas de gravedad son herramientas que nos aportan informacion a la hora de
valorar el diagndstico o pronostico de un paciente, asi como de su evolucién clinica,
ayudando al clinico en la toma de decisiones en los pacientes con sepsis. Estas escalas se
desarrollan a partir de grandes bases de datos donde se recogen variables que estan
implicadas en la gravedad de esta enfermedad. Las variables que se incluyan dentro de
una determinada escala o “score” deben ser previamente ponderadas y valoradas tanto

por expertos como por datos estadisticos que las apoyen y validen correctamente.

Dentro de las unidades de cuidados criticos, en las escalas de gravedad, las variables
pueden clasificarse como agudas (desordenes fisioldgicos o disfunciones organicas) o

cronicas (edad o enfermedades cronicas previas).

Este tipo de escalas pueden ofrecer una orientacion general, pero el principal problema al
que se enfrentan, es no poder hacer un uso real de las mismas en la toma de decisiones
individuales. Ademads, en muchas ocasiones, estas escalas tienen un componente
subjetivo, que depende del clinico que la emplee, haciendo que las valoraciones a través

de estas escalas puedan cambiar.
En lineas generales, estas escalas pueden clasificarse bien en funcion de si son objetivas

o subjetivas o bien en funcién del momento en el que se apliquen (primer dia de la

enfermedad o a lo largo de la estancia en la UCI) (Tabla 4).
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MOMENTO USO | OBJETIVA/SUBJETIVA ESCALA
SAPS II
APACHE III
MPM II
LOD
SAPS 1
APACHE II
OSF
ODIN
Subjetiva MOSF
SOFA
LOD

Objetiva
“Del 1° dia”

Subjetiva

“Alo largo de la

estancia”

Tabla 4. Clasificacion de las principales escalas de gravedad. 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 Organ System
failure; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment.

Como podemos observar, las escalas empleadas para valorar el estado de un paciente a lo
largo de su hospitalizacion en la UCI son subjetivas. Cabe destacar el caso de la escala
SOFA, referencia para las actuales definiciones de sepsis establecidas por el 3° Consenso

Internacional (SEPSIS-3).

El SOFA (“Sequential Organ Failure Assessment”) se trata de una escala que se emplea
para determinar el fallo de 6rgano durante la estancia en UCI de un paciente. Es una escala
dindmica, para la evaluacioén continuada e independiente del estado de seis 6rganos o
sistemas a lo largo del tiempo®® (Tabla 5). Sin embargo, se trata de una escala subjetiva,
ya que, la determinacion de algunos parametros recogidos en la misma, como la Escala
de Coma de Glasgow, depende de la persona que lo esté valorando. Ademas, como bien
se ha dicho, es una escala que se emplea en las unidades de cuidados criticos, lo cual
conlleva que sus pardmetros so6lo pueden recogerse en un servicio de esta naturaleza, y
no en cualquier planta de hospitalizacion, por lo que no es posible evaluar el fallo de
6rgano mediante esta escala en cualquier servicio hospitalario. Esto supone un
impedimento a la hora de encontrar y valorar con precocidad a aquellos pacientes que
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puedan acabar desarrollando una sepsis y que, logicamente, atin no hayan requerido de

ingreso en una UCL.

ESCALA SOFA
SISTEMA 0 1 2 3 4
Respiratorio
Pa0,/Fi0,, mm Hg | >400 (53,3) | <400 (53,3) <300 (40) <200 (26,7) con | <100 (13,3) con
(kPa) soporte soporte
respiratorio respiratorio
Coagulacion
Plaquetas, x10°/uL =150 <150 <100 <50 <20
Hepatico
Bilirrubina, mg/dl <1,2(20) | 1,2-1,9 (20- | 2,0-5,9 (33- 6,0-11,9 (102- >12,0 (204)
(umol/L) 32) 101) 204)
Cardiovascular TAM >70 | TAM <70 | Dopamina <5 | Dopamina 5,1-15 | Dopamina >15 o
mm Hg mm Hg o dobutamina | o epinefrina <0,1 epinefrina >0,1
(cualquier o norepinefrina o norepinefrina
dosis) <0,1 >0,1
Sistema Nervioso
Central
Escala de Coma de 15 13-14 10-12 6-9 <6
Glasgow
Renal
Creatinina, mg/dL. | <1,2 (110) 1,2-1,9 2,0-3,4 (171- | 3,5-4,9 (300-440) >5,0 (440)
(umol/L) (110-170) 299)
<500 <200

Diuresis, ml/dia

Tabla 5. Escala de gravedad SOFA para la evaluacion del fallo de organo durante la

estancia en UCIL. Adaptacion de Singer, M. et al*®. 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.

Por tanto, es notoria la necesidad de encontrar alternativas objetivas y sencillas que

permitan valorar el estado de los pacientes tanto en las UCIs como fuera de ellas,

especialmente si queremos ser lo mas precoces posibles a la hora de identificar a este tipo

de pacientes, algo clave para su tratamiento y, por ende, para su prondstico.
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|. D) ENDOTELIO Y SEPSIS

La disfuncion endotelial es un evento central en la fisiopatologia de la sepsis®. La
disfuncion endotelial precede al fallo de organo y juega un papel crucial en su
patogénesis, incrementando la permeabilidad vascular, promoviendo la activacion de la
cascada de la coagulacion, edema tisular y comprometiendo la perfusion de organos

vitales>?.

El endotelio vascular constituye una barrera semipermeable que recubre la superficie
interna de los vasos sanguineos. Controla el intercambio de fluidos, leucocitos y proteinas
plasmaticas, abriendo y cerrando de forma coordinada las uniones celulares que lo
componen®!. Previene la entrada de microorganismos en los tejidos, y ademas, realiza
una funcién anticoagulante natural que evita la activacion descontrolada de la
coagulacion. Un endotelio vascular normal estd formado por una capa de células

endoteliales sobre una membrana basal, con el glicocalix en la region luminal®2,

— Glicocdlix: es una capa organizada formada por proteoglicanos sulfatados,
glicoproteinas, hialuronano, y proteinas plasmaticas que se adhieren a una matriz
de superficie que recubre la superficie luminal del endotelio. Actia como una
barrera de proteccion entre la sangre y la pared del vaso, contribuyendo a
mantener la barrera endotelial, a regular la adhesion endotelial de leucocitos y a

inhibir la trombosis intravascular>>.

— C¢élulas endoteliales: conforman una capa continua que cubre nuestra vasculatura,
sobre una membrana basal formada por lamininas, colagenos,
nidogenos/entactinas y perlecan. Las células endoteliales que cubren la pared
vascular estan unidas mediante uniones estrechas (formadas mayoritariamente por
ocludinas y claudinas), uniones adherentes (compuestas principalmente por
cadherinas del endotelio vascular) y uniones tipo gap (formadas por conexinas)*

>4, Embebida en la membrana basal y fuera de la misma se encuentra una capa no

continua de unas células llamadas pericitos, que se cree que tienen un papel en la

angiogénesis™.
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La disfuncién endotelial en la sepsis

La sepsis produce una disfuncion endotelial que induce en las células endoteliales un
estado proadhesivo, procoagulante y antifibrinolitico, alterando asi la hemostasia, el
trafico de leucocitos, la inflamacion, la funcion barrera y la microcirculacion®. Durante
el desarrollo de la sepsis se producen los siguientes eventos fisiopatologicos que afectan

a la integridad del endotelio:

a) Inflamacidn sistémica y aumento del estrés oxidativo:

Durante la “tormenta molecular” que se produce durante la sepsis participan un gran
numero de mediadores que inician y amplifican el dafio en el endotelio. Dentro de estas
moléculas cabe destacar la presencia de patrones moleculares asociados a patdgeno
(PAMPs), histamina, citoquinas, bradiquinina, factor de activacion plaquetar (PAF),
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), productos de la degradacion de
fibrina y especies reactivas de oxigeno (ROS)® 37 38 5% Sin embargo, el endotelio no es
solo un testigo silencioso durante la sepsis sino que estimula la respuesta inflamatoria

mediante la produccion de quimiocinas que atraen células inmunes™.

b) Degradacion y pérdida del Glicocalix:

La pérdida del glicocalix durante la sepsis se produce como consecuencia del “cocktail”
de moléculas prooxidativas y proinflamatorias que se genera* 36 ¢ Esta respuesta
deletérea se ve agravada por la liberacion de componentes de las trampas extracelulares
del neutréfilo (NETs) y de patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs), como los

heparan sulfatos, productos de la propia degradacion del glicocalix>? .

c¢) Destruccion de las uniones intercelulares, ruptura de la barrera endotelial y muerte de

células endoteliales.

El escenario oxidativo y proinflamatorio que se produce durante la sepsis induce la
destruccion de las uniones intercelulares, formando espacios entre las células
endoteliales* 3¢ %%, Se produce la muerte de células endoteliales como consecuencia de la
liberacion de NETs, en concreto, por la accién de proteasas y proteinas cationicas como

defensinas e histonas liberadas por estas NETs> ¢!, Las toxinas bacterianas rompen la

38



barrera endotelial matando directamente células endoteliales, debilitando su citoesqueleto

y rompiendo las uniones intercelulares de estas células endoteliales™®.

d) Aumento de la adhesién y extravasacion leucocitaria.

La pérdida de glicocélix hace que el endotelio se vea expuesto a la adhesion de
leucocitos®. La presencia de citoquinas proinflamatorias durante la sepsis permite la
adhesion de células inmunes activadas a la pared vascular y promueve la migracion hacia
tejidos circundantes mediante la induccion de la expresion de moléculas como Selectina
E (SEL-E), Selectina P (SEL-P), molécula 1 de adhesion intercelular (ICAM-1) o
molécula 1 de adhesion vascular (VCAM-1) 3¢, Durante la sepsis se produce una pérdida
de la integridad de la barrera endotelial como consecuencia de la adhesion de neutrofilos
activados®®. Estos neutrofilos activados liberan proteasas que contribuyen a la
degradacion de las proteinas de union>2. Los neutrofilos extravasados producen enzimas

destructivas y radicales libres de oxigeno, los cuales inducen daiio tisular.

e) Induccioén de un estado procoagulante y antifibrinolitico.

En la sepsis se produce un aumento de la produccion de o6xido nitrico, un potente
vasodilatador, mediado por la sintasa inducible de 6xido nitrico (iNOS)>¢ 9. Sin embargo,
tiene lugar una importante reduccion de la produccion de 6xido nitrico mediante la sintasa
endotelial de 6xido nitrico (eNOS), lo que ocasiona una alteracion directa de la
vasodilatacion y promueve la adhesion leucocitaria y plaquetar’’. El déficit en la
regulacion de la expresion endotelial de trombomodulina y de los receptores de la
proteina C, da lugar a una menor activacion de la proteina C activada, que tiene funcién
anticoagulante®. Las células endoteliales liberan una glicoproteina procoagulante
llamada factor tisular (TF) mientras permanezca inhibida la sintesis del inhibidor de la
ruta del factor tisular®. La activacion plaquetar y de la cascada de coagulacion produce
trombosis microvascular>®. Ademas, las NETs promueven una hipercoagulabilidad en los
pacientes con sepsis, brindando un soporte para la formacion de trombos®. La asociacion
existente entre el factor tisular y las NETs podria centrarse en la generacion de trombina
y en la formacion de codgulos de fibrina en los sitios de infeccion o activacion de
neutrdfilos, con la presencia de trombina activa, que lleva a una mayor activacion

plaquetar®. La disfuncioén vascular aguda y las fugas contribuyen a la aparicion de
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hipotension, hipoxia local, perfusion de érganos insuficiente, isquemia, y, en ultima
instancia, al fallo de 6rgano, sindrome de distrés respiratorio agudo, shock y muerte en

los pacientes mas graves®’ 6.

Teniendo todo esto en cuenta, se podrian emplear marcadores de dafio endotelial para el
diagnéstico, estratificacion de riesgo y pronodstico en la sepsis. En consonancia con esto,
se ha descrito que el empleo de perfiles basados en biomarcadores endoteliales es de
utilidad a la hora de categorizar a los pacientes en subgrupos homogéneos de diferente
gravedad®’. Ademas, se ha descubierto que en pacientes con sepsis, las moléculas de

adhesion endotelial pueden ayudar a predecir el fallo multiorganico y la mortalidad®®.

l. E) LA GRANULOPOYESIS.

Los leucocitos son las células sanguineas que se encargan de reconocer y eliminar
cualquier agente extrafio del organismo. Se tratan, por tanto, de un componente
fundamental en la lucha contra la infeccion y el desarrollo de la reaccion inflamatoria.
Podemos diferenciar cinco tipos de leucocitos segin sus caracteristicas morfoldgicas:

linfocitos, granulocitos (neutréfilos, eosinédfilos y basofilos) y monocitos.

La funciéon principal de los granulocitos consiste en la fagocitosis y muerte de
microorganismos. El origen de los granulocitos tiene lugar en la médula osea a partir de
un progenitor comun a todas las células sanguineas, en un proceso escalonado de
diferenciacion, proliferacion y maduracion. La célula madre totipotente, bajo el influjo
de los factores del microambiente medular, daria lugar a células progenitoras cada vez
mas comprometidas hacia la serie mieloide, de las que, finalmente, se originarian los

precursores granulociticos morfologicamente reconocibles en la médula 6sea®.
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Estos precursores continuan proliferando y diferenciandose en una secuencia de
maduracion mediante la cual van adquiriendo las caracteristicas necesarias para ejercer
su funcion como granulocito maduro. Dicha secuencia de maduracion sigue el siguiente

orden® (Figura 3):

e Mieloblasto: se trata de la primera célula morfoléogicamente reconocible de la
granulopoyesis. Su tamafio es de 10-15 um y posee un nucleo redondo de gran
tamano, con cromatina laxa y de dos a tres nucléolos bien visibles. El citoplasma

es escaso, débilmente basofilo y desprovisto de granulos.

e Promielocito: posee caracteristicas similares a las del mieloblasto, pero su tamafio
es mayor, su citoplasma mas amplio y contiene numerosos granulos azuréfilos

peroxidasa positivos, los llamados granulos primarios.

e Mielocito: presenta un nucleo redondeado y posee una cromatina mas condensada
sin nucléolos visibles. El citoplasma ha perdido toda su basofilia y contiene
numerosos granulos. A partir de este estadio comienza la formacion de

granulacion secundaria especifica (neutréfila, eosinofila y basofila).

e Metamielocito: posee un nicleo indentado y excéntrico, de aspecto reniforme, y
el citoplasma estd lleno de granulaciones secundarias, y las primarias, aunque

existen, ya no son visibles. Esta célula ha perdido la capacidad mitética.

e Cayado o banda: su tamafio es algo menor que el de su predecesor y el nucleo se

ha estrechado en forma de banda o herradura.

e Granulocito segmentado neutrdfilo: su origen tiene lugar por segmentacion
nuclear a partir del cayado. Se trata de los elementos mas maduros de la
granulopoyesis. Son células redondeadas de 12-14 pm, cuyo nucleo presenta de
dos a cinco 16bulos unidos por finos puentes cromatinicos. El citoplasma contiene

numerosos granulos neutrofilos.
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e Granulocito segmentado eosinofilo: posee un tamafio ligeramente mayor que el

del neutréfilo (16 um). Suele tener un nucleo bilobulado, y el citoplasma posee

unos granulos grandes de forma redondeada muy tipicos.

Granulocito segmentado basofilo: es similar al eosinofilo, con la distincion de que

sus granulos son intensamente basofilos y se disponen encima del nucleo, lo que
dificulta su visualizacion.

‘ Célula madre totipotente ‘
4
‘ Células progenitoras ‘

2 2
Mieloblasto

v
Promielocito Sl

mitético 6-7 dias
L")

Mielocito

v _

Metamielocito
v

Caya d (o) Compartimento

posmitético 6-7 dias
v

, @ Segmentado
4
Sangre periférica Compartimento circulante (50%)

Compartimento marginal (50%) -»

. . |
Médula ésea

Figura 3. Maduracion y cinética de los granulocitos. Adaptacion del capitulo de

Garcia Herndndez A.M y Jarque Ramos I. “LEUCOCITOS. PATOLOGIA DE LOS
GRANULOCITOS. AGRANULOCITOSIS.” %

La produccion diaria de granulocitos neutrofilos se estima en torno a 1 x 10! células.

Desde el punto de vista de la cinética celular, se pueden establecer dos compartimentos
medulares de los elementos granulociticos®’:

e Compartimento mitotico o proliferativo. Incluye los precursores con capacidad de

division: mieloblasto, promielocito y mielocito.
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e Compartimento posmitotico o madurativo. Las células de este compartimento
(metamielocito, cayado y segmentado) continuan madurando, pero ya no se
dividen. Doblan en numero al compartimento anterior y proporcionan una reserva

de granulocitos que pueden ser liberados rapidamente en circunstancias diversas.

El periodo de tiempo que transcurre desde el mieloblasto hasta la formacion del
granulocito maduro es de 12 a 14 dias. La mitad de este tiempo transcurre en el
compartimento posmitotico, pero puede acortarse si existe un aumento de la demanda de

granulocitos.

Tras su liberacion de la médula osea, los granulocitos pasan al torrente sanguineo, donde
aproximadamente la mitad de ellos circulan libremente, en lo que se conoce como
compartimento circulante, mientras que la otra mitad se adhiere a la pared de los capilares
y vénulas, en el llamado compartimento marginal, existiendo un equilibrio dindmico entre
ellos modulado por la homeostasis fisiologica. Los granulocitos estan presentes en la
circulacion sanguinea durante unas 6 horas, y posteriormente se distribuyen en los tejidos,
donde, tras una vida corta de 1 a 2 dias, son destruidos, como consecuencia de su

envejecimiento, o eliminados por la mucosa del tubo digestivo, tras su accion defensiva.

Los mecanismos que rigen la regulacion de la granulopoyesis no son del todo conocidos,
aunque parece esencial la existencia de una interrelacion de una serie de factores
estimuladores e inhibidores, proporcionados por las células del microambiente medular.
Entre estos factores estimuladores destacan cuatro: el factor de crecimiento de células
madre (c-kit ligand, stem cell factor), que es una glicoproteina producida por las células
del estroma medular; la interleucina 3 (IL-3); el factor de crecimiento granulomonocitico
(GM-CSF) y el factor de crecimiento granulocitico (G-CSF) ¢°. El factor de crecimiento
de células madre estimula la proliferacion de las células progenitoras hematopoyéticas
mas primitivas junto a la IL-3 y al GM-CSF vy, ademas, interviene en el desarrollo de
otros tejidos. La estimulacion de la IL-3 tiene lugar en las células progenitoras
pluripotentes, aunque también tiene efecto sobre los progenitores mas comprometidos.
La IL-3 es producida por los linfocitos T, los fibroblastos, las células endoteliales, los

mastocitos y las células NK (natural killer). EI GM-CSF estimula la produccion de
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neutr6filos, monocitos y eosindfilos, mientras que el G-CSF solo estimula la de los
granulocitos neutrofilos. EI GM-CSF es secretado por los linfocitos T activados, pero al
igual que el G-CSF, también por fagocitos mononucleares, células endoteliales y
fibroblastos, cuando estas células estan activadas por determinadas citoquinas, como la
IL-1, el factor de necrosis tumoral (TNF) o por endotoxinas bacterianas. Ademas de
aumentar la capacidad proliferativa de los progenitores mieloides, el GM-CSF y el G-
CSF acortan el tiempo de produccion de los neutrofilos y su maduracion en la médula, de
tal manera que aceleran su liberacion a la sangre periférica. También incrementan la
produccion de proteinas granulares y estimulan la liberacion de proteasas y otros

contenidos celulares.

Por otra parte, los factores inhibidores se conocen menos; entre ellos encontramos el
factor transformador del crecimiento beta (TGF-B), la proteina inflamatoria del
macrofago (MIP-1a), el TNF alfa (TNF-a), el pentapéptido P Glu-Glu-Asp-Cys-Lys y

otras moléculas como las prostaglandinas, el factor plaquetario 4 y los interferones®.
Es importante resaltar la existencia de una compleja red de factores solubles y elementos

celulares que interrelacionan la granulopoyesis y el proceso inflamatorio, y modulan la

respuesta granulopoyética en funcion de estimulos diversos.

. F) EL NEUTROFILO Y LA SEPSIS.

Los neutréfilos son las células més importantes en la defensa natural del huésped contra

los microorganismos, especialmente, gracias a los granulos existentes en su citoplasma:
e Granulos azuréfilos primarios. Son lisosomas que contienen mieloperoxidasas y

poderosas enzimas hidroliticas necesarias para la destruccion de microorganismos

(hidrolasas acidas, proteasas como la proteinasa 3, la catepsina G y la elastasa;
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proteinas catidnicas como lisozima, defensinas, azurocidina, proteina de aumento

de permeabilidad bactericida (BPI), etc.)’.

e Granulos secundarios o especificos. Contienen lisozima; lactoferrina, que
presenta actividad bactericida y bacterioestatica contra virus, hongos y
bacterias’!; lipocalina 2, que también presenta propiedad microbicida;
olfactomedina 4; transcobalamina I y otras sustancias que intervienen en la

activacion de la fagocitosis. Son peroxidasa negativos.

e Granulos terciarios o gelatinasa. Este tipo de granulos se movilizan cuando el
neutrdfilo establece el primer contacto con el endotelio activado. Contienen
enzimas que degradan matriz como la gelatinasa, y receptores de membrana como
CD11b/CD18, CD177, CEACAMS, etc, los cuales son fundamentales en las
primeras fases de la respuesta inflamatoria del neutréfilo y la extravasacion hacia

tejidos inflamados’?.

e Vesiculas secretoras. No se les considera verdaderos granulos del neutrofilo,
siendo significativamente mas pequefias que éstos. Constituyen un importante
reservorio de receptores asociados a membrana, como MMP25, LFA-1,
CDI11b/CD18, MAC-1, asi como actina, proteinas de unién a actina y fosfatasa
alcalina, esenciales para que el neutrofilo establezca un contacto firme con el
endotelio vascular activado y complete la diapédesis hacia tejidos inflamados

donde mediante quimiotaxis localiza y erradica el patogeno responsable 73,

El neutréfilo realiza fundamentalmente cuatro funciones: adhesion, quimiotaxis,

fagocitosis y bacteriolisis.

e Adhesion: la migracion de los neutrofilos desde la sangre hacia los tejidos consiste
en un proceso activo en el que interviene un complejo conjunto de moléculas de
adhesion en la membrana de los leucocitos, que se activan secuencialmente y que
tienen sus correspondientes receptores en el endotelio vascular. Este mecanismo
les permite rodar y adherirse con progresiva firmeza a la superficie endotelial
mediante selectinas, integrinas y otras moléculas y sus receptores para finalmente

atravesar la barrera endotelial®.
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Quimiotaxis: es aquel mecanismo por el cual multiples factores quimiotacticos
(productos liberados por los microorganismos, células dafiadas, IL-8, fracciones
del complemento, etc) forman un gradiente quimico que dirige la diapédesis de
los neutrofilos a los tejidos en la direccion precisa del foco de infeccion o
inflamacion, donde se acumulan tras pasar entre las células endoteliales de la

microcirculaciéon®.

Fagocitosis: durante este proceso se lleva a cabo el reconocimiento de la bacteria
o material extrafio y su consiguiente ingestion. Dicho reconocimiento se ve
favorecido en gran medida cuando el microorganismo en cuestion se encuentra
opsonizado por moléculas de IgG y complemento (C3b), debido a que el
neutrofilo posee receptores especificos de membrana para las mismas. Acto
seguido, la membrana se invagina y simultineamente emite pseudopodos,

englobando la particula en un fagosoma®.

Bacteriolisis: la formacion del fagosoma atrae a los granulos, que se unen a la
misma, degranulandose. La muerte del microorganismo se produce en parte, por
la accion litica de las diferentes enzimas granulares, pero el mecanismo mas
importante consiste en la generacion de metabolitos del oxigeno, de gran poder
microbicida. El oxigeno es reducido por el fosfato de dinucledtido de
nicotinamida y adenina (NADPH), forméandose radicales superéxido (O2™ ), que
generan el perdxido de hidrogeno (H20Oz), el cual acthia de sustrato para la
mieloperoxidasa, que oxida los haluros en 4cido hipocloroso y cloraminas, siendo
estas ultimas unos potentes microbicidas. Existe un mecanismo de detoxificacion
que impide que ese exceso de H>O> generado destruya al granulocito y daie los

tejidos adyacentes®’.

El neutrofilo es, por tanto, una pieza fundamental en la respuesta inmune innata durante
la sepsis, secretando citoquinas reguladoras, quimiocinas, y leucotrienos, endocitando
patogenos y contribuyendo directamente en la destruccion de microbios’. En la sepsis se
ha observado la existencia de una desregulacion en la funcion del neutrofilo,

desembocando en una alteracion de la migracion dirigida de los neutréfilos al foco de
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infeccion, donde se produce una respuesta antimicrobiana inadecuada’. También se han
descrito alteraciones cuantitativas del neutréfilo en las formas graves de sepsis. La
presencia de cifras bajas de neutréfilos circulantes en pacientes con shock séptico y
desenlace fatal’® puede deberse a condiciones inmunosupresoras previas, una mayor
adhesion del neutréfilo al endotelio vascular, migracion a tejidos, mayor apoptosis y una

produccion insuficiente en médula 6sea’’.

La produccion de formas inmaduras del neutréfilo podria representar una necesidad de
expandir neutrofilos circulantes en respuesta a una infeccion, asi como el remplazo de
neutrdfilos destruidos o consumidos en los pacientes mas graves. Una pérdida del balance
entre formas maduras e inmaduras puede provocar respuestas ineficaces de los neutrofilos
durante la sepsis’. Se ha descrito la asociacion entre la presencia de un mayor nimero de
formas inmaduras del neutréfilo en sangre de pacientes sépticos y mal pronodstico’®, asi
como un mayor riesgo de mortalidad tras sufrir un shock séptico”. Estas formas
inmaduras del neutré6filo contienen proteasas, que contribuyen a la proteccion del huésped
contra los patdgenos invasores mediada por el sistema independiente del oxigeno del
neutr6filo®. Estas proteasas son eficaces en su tarea de destruir patogenos, pero también

pueden ocasionar dafio celular y tisular®! 82

, pudiendo provocar la pérdida de la integridad
de la barrera endotelial®®. En este contexto, se ha relacionado la presencia de altos niveles
de expresion de marcadores del neutrdfilo inmaduro, como la elastasa, la mieloperoxidasa

y la catepsina G, con un mayor fallo de 6rgano y mortalidad®®.

Las proteasas del neutréfilo contribuyen a una imprimacion local del neutréfilo y a una
destruccion bacteriana deficiente mediante su adhesion e inactivacion del receptor de
C5a%, observandose una correlacion entre niveles bajos de los receptores de C5a en los
neutréfilos y la gravedad de la enfermedad®. También se ha descrito la contribucion de
las proteasas del neutrofilo en la fisiopatologia de la Coagulacion Intravascular
Diseminada (CID) en la sepsis, promoviendo junto con nucleosomas externalizados, la

formacion de trombos en los vasos sanguineos®®.
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|. G) BIOMARCADORES.

La ausencia de un sintoma guia en la sepsis hace que su diagndstico sea complicado, y
que por tanto, dispongamos de una baja sensibilidad y especificidad para detectarla. Esto
puede provocar, por una parte, la no identificacion de los pacientes con la consiguiente
demora en el tratamiento y una mayor mortalidad; y por otra parte, el sobrediagnostico

de pacientes con el consecuente sobretratamiento con antibidticos®’.

Como ya se ha comentado, en la sepsis es fundamental el diagndstico precoz y la rapida
toma de decisiones para implementar cuanto antes las medidas terapéuticas
correspondientes, algo vital para el prondstico y la supervivencia de los pacientes. Por
ello, es fundamental disponer de herramientas diagnosticas rapidas y fiables. En este
sentido, la utilizacion de biomarcadores puede ser una importantisima alternativa a la

hora de conseguir estos objetivos.

En el caso de la sepsis, durante su proceso fisiopatologico se liberan e interaccionan una
gran cantidad de mediadores y moléculas que nos pueden ser utiles como marcadores

tanto de diagnostico como de prondstico de la enfermedad.

El cultivo microbioldgico sigue siendo un gran aliado a la hora de identificar la presencia
de una infeccion asi como para la guia terapéutica de la misma. Sin embargo, es un
procedimiento que requiere gran inversion de tiempo y que, a menudo, genera falsos
negativos®. En los Gltimos afios, se han desarrollado nuevas tecnologias mas rapidas y
con buena sensibilidad que permiten hacer un diagnostico més individualizado. Como
ejemplos mas destacados, podemos citar el diagnostico molecular, la microbiologia
digital y las técnicas de espectrometria de masas (MALDI-ToF y ESI-ToF). En el caso
de la sepsis ante un hemocultivo positivo, se establecera el resultado y el tratamiento
utilizando el MALDI-ToF directo asi como detectando ciertos genes de resistencia

mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

El biomarcador ideal ha de proveer tanto una alta sensibilidad como una alta
especificidad, con el objetivo de detectar a todos los pacientes enfermos, evitando

diagnosticar erroneamente aquéllos que no lo estén. Por ello, a lo largo de los afios se han
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evaluado numerosas moléculas con el fin de encontrar un buen biomarcador para la
sepsis®. En el caso de esta enfermedad, un biomarcador deberia ser capaz de reflejar la
presencia de infeccion asi como la evolucion de la misma y la respuesta al tratamiento®
1. Ademas de todo esto, debemos tener siempre en cuenta la variabilidad existente entre

sujetos, que puede influir en la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores.

En esta patologia existen una serie de biomarcadores clasicos que se han utilizado
extensamente para el diagndstico de infeccidon y para evaluar el pronostico de la

enfermedad: la Proteina C Reactiva (PCR), y la Procalcitonina (PCT).

La Proteina C Reactiva es una proteina glicosilada, un reactante de fase aguda, sintetizada
por los hepatocitos en el higado estimulados por IL-6 e IL-8, en respuesta a un dafio tisular
o infeccion®? %3, Esta proteina fue descubierta en el afio 1930 por William Tillet y Thomas
Francis, en el suero procedente de pacientes con neumonia, en el que precipitaba una

fraccion (Fraccion C) derivada del pneumococco®™.

El rango de normalidad para los valores en plasma de PCR se ha situado en niveles <10
mg/dl. La produccion de esta proteina se ve aumentada pasadas las 4-6 horas tras la
agresion inicial, pudiendo elevarse en las primeras 24-48 horas varios cientos de veces
por encima de su nivel basal, manteniéndose elevada durante la fase aguda de la infeccién
y hasta que cese la agresion®. El punto de corte de esta proteina establecido para la
deteccion de infeccion se ha fijado en torno a 10 mg/dl, con una sensibilidad del 88% y
una especificidad del 58%, observandose una correlacion entre la concentraciéon en
plasma y la gravedad de la infeccion®®. La eficacia del tratamiento antibidtico puede verse

reflejada en una disminucion de los valores de la PCR en las primeras 48 horas®’.

La modesta especificidad de la PCR hace que sea un biomarcador con ciertas
limitaciones, haciendo que en ocasiones se generen falsos positivos derivados de procesos
no infecciosos con caracter inflamatorio’®. Ademas, su farmacocinética varia en funcion
de las caracteristicas y habitos de vida del paciente, y posee una cinética de eliminacion

lenta, haciendo que su valor prondstico sea inferior al de otros biomarcadores®.

La Procalcitonina (PCT) es un precursor de la hormona calcitonina sintetizada

fisiologicamente por las células C del tiroides'®. En el contexto de las infecciones
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bacterianas, la secrecion sistémica de la PCT es un componente de la respuesta
inflamatoria, siendo sintetizada en varios tejidos neuroendocrinos extratiroideos®. Su
concentracion se eleva rapidamente en sangre durante una infeccién bacteriana grave
como la sepsis, pudiéndose detectar en las primeras 2-4 horas posteriores a la agresion y
alcanzando una concentracion maxima entre las 24-48 horas'?!. Esto hace que su uso
pueda propiciar una deteccion precoz de la infeccion asi como una monitorizacion de su

evolucion y respuesta al tratamiento!%2.,

La evolucién de la concentracion de esta proteina durante una enfermedad bacteriana
grave se debe a que las endotoxinas y exotoxinas bacterianas impiden la hidrdlisis de la
Procalcitonina a calcitonina, aumentando, por tanto, los niveles de la Procalcitonina'®.
Sin embargo, esta elevacion no es exclusiva de las infecciones bacterianas, ya que, la PCT
puede elevarse también en otros escenarios como infecciones flngicas sistémicas,
traumatismos o en patologias de fallo renal'®. A pesar de ello, la Procalcitonina ha
resultado ser superior tanto en la diferenciacion entre infeccion y no infeccion!®® como
entre infeccion virica y bacteriana!®, presentando también una mayor sensibilidad y

especificidad para la deteccion de sepsis en comparacion con otros biomarcadores!'?”.

En condiciones normales los valores en sangre de la Procalcitonina estan por debajo de
0,5 ng/ml. Valores por encima de esta referencia pueden darse en pacientes con infeccion,
pero también pueden producirse en otras patologias como enfermedades autoinmunes,

traumatismos, procesos cardiacos, cirugias, quemaduras y pancreatitis'%®

. La presentacion
de valores de Procalcitonina por encima de 10 ng/ml se asocia a una alta probabilidad de

tener sepsis grave y shock séptico!'?.

Ademas, la Procalcitonina puede ayudarnos a guiar el tratamiento antibidtico y a producir
su desescalada''’. Se ha observado, ademas, que un descenso significativo en los niveles
de Procalcitonina, puede ser un indicador util de supervivencia en pacientes con shock
séptico cuando se alcanzan concentraciones de mas de 10 ng/ml en sangre, relacionandose

también dichas observaciones con la puntuacion en la escala SOFA!!!,

Otros biomarcadores aparte de la PCR y la PCT, han sido evaluados para su potencial uso

en la sepsis:
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El lactato, que actualmente se ha incluido como uno de los pardmetros para definir la

34647 como consecuencia de su buena

presencia de shock séptico en los criterios SEPSIS-
capacidad para valorar la evolucion y pronodstico de los pacientes. El aumento del
metabolismo anaerobio durante la sepsis da lugar a la aparicion de hipoxemia e
hipoperfusion tisular, lo cual se refleja en la elevacion del lactato. La presencia de niveles

elevados de lactato presenta una fuerte relacion con una mayor mortalidad hospitalaria!!2.

La Proadrenomedulina (proADM) también se ha estudiado por su potencial utilidad como
biomarcador en la sepsis. La Adrenomedulina regula el tono vascular y la permeabilidad
endotelial''3, utilizandose su parte intermedia, la proADM, como biomarcador debido a
su mayor estabilidad. Sus niveles se elevan en patologias cardiacas, respiratorias, renales
y sepsis, siendo su concentracion minima en condiciones normales. Su produccion se ve
aumentada como consecuencia del estrés oxidativo, citoquinas proinflamatorias como
TNFa e IL-1, hormonas como la angiotensina II y la aldosterona y factores de hipoxia o

la hiperglucemia!!®,

La Proadrenomedulina se eleva en el shock séptico como
consecuencia de la disminucion de su aclaramiento y el aumento de la produccion de
citoquinas'!®>. La MR-proADM es el fragmento medio de la Proadrenomedulina, el cual
es mas estable y refleja directamente los niveles del péptido activo, la Adrenomedulina,
que es rapidamente degradada!'®. Se ha observado que la MR-proADM es un potencial
marcador de la progresion de la enfermedad en pacientes con sospecha de infeccion que
llegan al servicio de urgencias!!’, asi como un predictor de fallo de 6rgano en pacientes
con neumonia comunitaria!'®, Por tanto, se trata de un biomarcador de diagnodstico y de

prondstico en la sepsis, debido a que la presencia de niveles elevados se asocia a mayor

gravedad y mortalidad.

Las citoquinas representan otro tipo de biomarcadores asociados a la sepsis. Existe una
presencia concomitante de altos niveles de citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-8,
TNF-a y MCP-1 y citoquinas antiinflamatorias, como IL-10 e IL-1RA en el momento
del diagnostico en formas graves de sepsis’®. También se ha descrito que esa presencia
en el paciente con sepsis tanto de citoquinas proinflamatorias como antiinflamatorias,

combinadas en forma de escore, se asocia a un peor pronostico!!’.

Hasta ahora se han estudiado en la sepsis més de 180 biomarcadores, lo cual se ve

120 121 122

reflejado en el gran nimero de estudios al respecto . A pesar de ello, no se ha
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encontrado, hasta la fecha, un tnico biomarcador con la suficiente sensibilidad y

especificidad para su uso clinico.

En este sentido, la transcriptdmica ha demostrado ser una herramienta de descubrimiento
muy util para la mejora del diagndstico y prondstico de la sepsis®® 123 124 125 126 Gjp
embargo, la transcriptomica hasta hace poco se basaba en tecnologias complejas, que
limitaban su utilizacién a la investigacion (microarrays, secuenciacion) o tecnologias de
dificil estandarizacion, como la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) a tiempo
real'?” 128, Esto se ha solventado con la evolucion de tecnologias como la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR), en concreto, PCRs de ultima generacion, como la PCR

digital, que se describira mas adelante!'?.

Por otra parte, la protedmica se presenta como un instrumento fundamental en la
investigacion biomédica, tanto para desarrollar herramientas de diagndstico y pronostico,
como para la busqueda de nuevas dianas terapéuticas para el disefio de farmacos y
vacunas. La evaluacion de biomarcadores de naturaleza proteica es técnicamente mas
sencilla que para aquéllos de origen transcriptomico. El desarrollo de dispositivos “point

of care” puede contribuir a implementar este tipo de biomarcadores en la rutina clinica!°.

. H) LAS TECNICAS DE REACCION EN CADENA DE LA

POLIMERASA (PCR) Y SU EVOLUCION EN EL

TIEMPO.

La transcriptomica se ocupa del estudio del conjunto de acidos ribonucleicos (ARN) o
transcritos presentes en una célula, tejido u organismo. Existen varios tipos de ARN, pero
el mas importante es el ARN mensajero (ARNm), debido a que es esencial para la

generacion de proteinas!!.
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El ARNm se transcribe a partir de una secuencia de ADN, mediante la accion de la ARN
polimerasa. Esta enzima sintetiza una secuencia de ARNm, la cual se transporta al
citoplasma, donde los ribosomas se encargan de traducir su secuencia y ensamblar los
distintos aminoécidos, formando una proteina. Casi todas las células contienen los
mismos genes, sin embargo, cada tipo celular puede presentar un transcriptoma diferente.
Esto quiere decir que cada tipo celular puede activar o reprimir la expresion de
determinados genes, generando un patréon de expresion génica especifico. Ademas, los
patrones de expresion génica pueden variar en el tiempo, dependiendo de la situacién
funcional en la que se encuentren las células, por ejemplo, en la salud y en la enfermedad.
Asi, si se compara el transcriptoma completo de una muestra bioldgica de individuos
sanos y enfermos se podria llegar a establecer el patron de expresion génica que se asocia

a una patologia concreta.

Por tanto, el transcriptoma humano completo permite comprender como funciona en
condiciones normales una célula o tejido y también ayuda a entender cémo pueden
contribuir a la fisiopatologia de una determinada enfermedad los cambios en el nivel
normal de expresion de un gen o conjunto de genes, y en consecuencia, identificar
posibles dianas terapéuticas.

Asi pues, la transcriptomica brinda numerosas aplicaciones de cara a la clinica'3? #, tiles
en enfermedades como la sepsis, permitiendo realizar una estratificacion de pacientes, o

el descubrimiento de biomarcadores tanto diagnosticos, como prondsticos, asi como

también la identificacion de posibles dianas terapéuticas.

Algunas tecnologias como los microarrays y el RNA-seq permiten estudiar el
transcriptoma completo, sin embargo, son técnicas muy complejas y su tiempo de
realizacion es elevado, impidiendo que puedan aplicarse a la rutina clinica. Por ello, son

herramientas utilizadas como técnicas de descubrimiento.

Por otro lado, existe otra tecnologia, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), que
permite cuantificar de forma mas sencilla y rapida, los niveles de expresion de un niimero
limitado de genes, siendo mas viable su traslacion a la clinica. La PCR fue desarrollada

en el afio 1983 por Kary Mullis, llevando a cabo el aislamiento y amplificacion de
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determinados fragmentos de ADN gracias a la accion de la ADN-polimerasa, permitiendo

la deteccion de pequefias cantidades especificas de ADN o ARN!3. Para poder detectar

ARN, se necesita realizar previamente el paso que transforma el ARN en ADN copia de

cadena simple (ADNc) mediante la accion de la enzima transcriptasa inversa, que es una

ADN polimerasa dependiente de ARN. Una vez generada esa nueva cadena de ADNc ya

se puede amplificar y detectar mediante la PCR.

Durante todo este tiempo, la PCR ha ido evolucionando notoriamente gracias a los

avances en el campo de la biologia molecular:

La primera generacion de PCR, conocida como PCR convencional, detecta el
producto de amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida. Como resultado de esto, se obtiene una medicion cualitativa, se
puede afirmar si se ha detectado un transcrito o no, pero no la cantidad de éste en

ninguno de los puntos de la reaccion.

La segunda generacion, conocida como PCR cuantitativa a tiempo real (q PCR),
detecta mediante sondas fluorescentes la presencia o ausencia de un fragmento de
ADN determinado, permitiendo medir asi la amplificacion del producto mientras
progresa la reaccion. Se obtiene, por tanto, una medicion cuantitativa relativa,
puesto que determina la cantidad de copias detectadas utilizando una curva de
referencia. Por este Ultimo motivo, puede verse afectada por diversos factores

como la eficiencia de la reaccidon o el ruido de fondo.

La tercera generacion, conocida como PCR digital, consiste en una combinacioén
de las anteriores, manteniendo el uso de sondas fluorescentes para conocer los
niveles de expresion de un determinado gen, pero de una forma mas precisa,
reproducible y sensible que las técnicas de PCR anteriores, con tasas de error
menores'?*. Esta técnica brinda una cuantificacion absoluta, realizando una
lectura de punto final (positivos o negativos), pero ofreciendo una medida exacta
de las copias detectadas sin necesidad de utilizar una curva patron, haciéndola una
herramienta muy interesante y muy util a la hora de realizar andlisis de expresion

génica.
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Figura 4. Evolucion de la PCR a lo largo del tiempo. Adaptado del capitulo de Almansa
R., Martin-Fernandez M. y Bermejo-Martin J.F. “Metodologia bdsica de investigacion

biomédica” para Editorial Médica Panamericana.

El fundamento de esta tecnologia se basa en la particion de la muestra de ADN o ADNc
en aproximadamente 20.000 gotas, realizando, en cada una de esas particiones, reacciones
de PCR individuales en paralelo. Algunas de estas particiones contendran la molécula
dianay, por tanto, seran positivas y habra amplificacion, mientras que otras no contendran
esa molécula diana siendo negativas. Ademas, es capaz de identificar la cantidad de
moléculas de ADNc presentes en cada particion, todo esto determinado en funcion del

nivel de fluorescencia en cada particion'?.

Esta tecnologia ofrece un papel fundamental en el analisis de la expresion génica puesto
que permite la cuantificacion absoluta de los niveles de expresion de forma directa y
precisa, siendo de especial utilidad cuando los transcritos son poco abundantes o las

muestras son complejas!3* 133,
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Por tanto, esta técnica sera una de las herramientas clave que emplearemos en este trabajo
para identificar posibles biomarcadores del neutréfilo en sangre, y evaluar su papel en el

diagnostico, la estratificacion de riesgo y el prondstico de mortalidad en la infeccion.
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1. JUSTIFICACION
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Justificacion

La sepsis es una enfermedad con una gran prevalencia en el entorno quirdrgico, causando
una elevada morbimortalidad. En concreto, la sepsis quirtirgica supone un tercio del total
de casos de sepsis. La elevadisima incidencia y mortalidad, en sus formas mas graves, de
esta patologia a nivel mundial, hace que sea un problema de primer orden y que su

diagnostico y pronostico sean de cardcter prioritario.

Al tratarse de una enfermedad tiempo-dependiente es fundamental realizar un diagndstico
de la forma mas precoz posible. La ausencia de un sintoma guia en esta enfermedad
dificulta sobremanera su diagnostico, provocando un retraso en el mismo y en el
consiguiente tratamiento y, por tanto, empeorando la evolucion y el prondstico en estos
pacientes. En cuanto a la valoracion de la gravedad y pronoéstico de estos pacientes se
realiza empleando escalas clinicas, cuyos parametros son complejos, restringiendo su uso
a las unidades de cuidados criticos, y siendo éstas subjetivas, pudiendo variar en funcion
del clinico que las valore. Parece fundamental, por tanto, buscar alternativas que puedan
mejorar las herramientas existentes en la actualidad y proporcionar un mejor rendimiento
a la hora de realizar el diagndstico y de valorar la evolucion y el pronostico de los

pacientes con sepsis.

En este sentido, la puesta a punto de biomarcadores a través de tecnologias punteras,
rapidas y aplicables a la rutina clinica puede ser una estrategia de gran utilidad a la hora
de solventar estas dificultades. Por ello, es esencial evaluar qué combinaciones de
biomarcadores resultan mas utiles ante cada situacion clinica. En el contexto de la sepsis
quirargica se ha demostrado que el empleo de biomarcadores puede ayudar en el
diagnoéstico de la enfermedad. Sin embargo, a dia de hoy no disponemos de un
biomarcador lo suficientemente sensible y especifico para diagnosticar esta enfermedad

ni para valorar su evolucion y prondstico.
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Durante la sepsis se producen una serie de eventos fisiopatologicos tales como la
granulopoyesis de emergencia, la degranulacion de los neutréfilos y el daio endotelial.
La disfuncién endotelial precede al fallo de 6rgano y juega un papel crucial en su
patogénesis, incrementando la permeabilidad vascular, promoviendo la activacion de la
cascada de la coagulacion, edema tisular y comprometiendo la perfusion de organos
vitales>®. En la sepsis se ha observado la existencia de una desregulacion en la funcion
del neutrofilo, asi como de alteraciones cuantitativas del neutréfilo en las formas graves.
Una pérdida del balance entre formas maduras e inmaduras puede provocar respuestas
ineficaces de los neutrdfilos durante la sepsis’. Las proteasas del neutrofilo, que
contribuyen a la proteccion del huésped contra los patdégenos invasores, pueden ocasionar
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dafo celular y tisular®' °%, pudiendo provocar la pérdida de la integridad de la barrera

endotelial®,

Por tanto, en este trabajo, se ha querido indagar en el papel que podrian jugar diferentes
biomarcadores relacionados con la granulopoyesis de emergencia, el dafio endotelial y la
degranulacioén de los neutrdfilos en el diagnostico, la estratificacion de gravedad y el
pronostico de la infeccion. De esta manera, se podria conseguir una combinacion de
biomarcadores que nos permitiera describir cada escenario clinico a lo largo de todo el
espectro de la infeccion, pudiendo mejorar asi el diagnostico de la sepsis, asi como
evaluar la evolucion de la misma a un shock séptico y, finalmente, enriquecer la capacidad

de prondstico de la misma.
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I1l. HIPOTESIS
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La sepsis es una enfermedad caracterizada por la presencia de diversas alteraciones
fisiopatologicas como la granulopoyesis de emergencia, la degranulacion del neutréfilo o
el dafio endotelial. Cuantificar la expresion de genes mediante PCR digital y de proteinas
mediante tecnologia Luminex, relacionados con estos eventos fisiopatologicos, podria ser
una herramienta de utilidad para el diagnostico, la estratificacion por gravedad y el

pronostico de pacientes quirtirgicos con infeccion.
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V. OBJETIVOS
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Objetivos

IV. A) OBJETIVOS PRINCIPALES

e Evaluar si la cuantificacion de niveles de expresion en sangre de genes que
codifican proteasas del neutréfilo mediante PCR digital permite realizar un

diagnéstico diferencial de sepsis en pacientes quirurgicos.

e Evaluar si la cuantificacion de niveles de expresion en sangre de genes
involucrados en la granulopoyesis de emergencia mediante PCR digital permite

estratificar por gravedad a pacientes quirrgicos con infeccion.

e [Evaluar si la cuantificacion de niveles de proteinas en plasma relacionadas con la
degranulacién del neutrdfilo mediante tecnologia Luminex permite estratificar por

gravedad a pacientes quirurgicos con infeccion.

e Evaluar si la cuantificacion de niveles de proteinas en plasma involucradas en el
dafo endotelial mediante tecnologia Luminex permite estratificar por gravedad a

pacientes quirtrgicos con infeccion.
e Evaluar si la cuantificacion de niveles de expresion en sangre de genes

involucrados en la granulopoyesis de emergencia mediante PCR digital permite

predecir el prondstico de pacientes quirurgicos con infeccion y fallo de érgano.
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. B) OBIJETIVOS SECUNDARIOS

Implementar dos estudios prospectivos multicéntricos en el Hospital Clinico
Universitario de Valladolid (HCUV), el Hospital Universitario Rio Hortega de
Valladolid (HURH) y el Hospital Clinico de Salamanca (HUSA).

Recoger muestras de sangre y datos clinicos sobre gravedad, evolucion clinica y

pronostico de pacientes quiriirgicos.

Desarrollar y poner a punto un método para la cuantificacion de niveles de

expresion de genes de la granulopoyesis de emergencia basado en la PCR digital.

Difundir los resultados en publicaciones cientificas internacionales y congresos

del area de la infeccion y sepsis.

Proteger los resultados mediante la solicitud de una patente.
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V. MATERIAL Y METODOS
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Disefio del estudio

Por una parte, se llevo a cabo un estudio observacional prospectivo donde se reclutaron
pacientes quirurgicos ingresados en la planta de los servicios de Cirugia General,
Unidades de Reanimacion y de Cuidados Criticos del Hospital Universitario Rio Hortega
de Valladolid y Hospital Clinico Universitario de Valladolid durante el periodo de abril
de 2013 a enero de 2016 y que desarrollaron signos de infeccidon, asi como también

pacientes quirtrgicos control sin infeccion.

Por otra parte, se llevd a cabo un estudio prospectivo observacional en el que se reclutaron
pacientes quirtrgicos con infeccion, sepsis o shock séptico de los servicios de Cirugia
General y Anestesiologia y Reanimacion (REA) de los tres centros participantes (Hospital
Clinico Universitario de Valladolid, Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid y
Hospital Clinico Universitario de Salamanca) durante el periodo comprendido entre enero

de 2017 y enero de 2019.

A la hora de recoger los datos clinicos basados en parametros demograficos, bioquimicos,
hematologicos, radiologicos y microbiologicos, se empled una hoja especifica de
recogida de datos en los tres centros participantes. Ademas, se reclutaron donantes sanos
con caracteristicas similares en cuanto a edad y sexo procedentes del Centro de

Hemoterapia y Hemodonacion de Castilla y Ledn.

e Pacientes

Se reclutaron dos cohortes de pacientes diferentes: una cohorte inicial llamada cohorte I,
para evaluar las diferencias entre pacientes quirirgicos con sepsis y pacientes quirurgicos
sin infeccion, y una segunda cohorte llamada cohorte II, para evaluar el papel de los
biomarcadores tanto en la estratificacion de los pacientes quirurgicos a lo largo de todo

el espectro de gravedad de la infeccion, como en el pronostico de mortalidad.
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- Cohorte I: se reclutaron prospectivamente un total de 101 pacientes adultos (>18 afios)
hospitalizados en el servicio de Cirugia General o en las Unidades de Reanimacion
Quirurgica de los hospitales participantes, diagnosticados de sepsis (de acuerdo a la
definicion propuesta por “the American College of Chest Physicians/Society of Critical
Care Medicine Consensus Conference”) 3¢ 13¢ desde Abril de 2013 hasta Enero de 2016.
Se recluté también un grupo control constituido por 53 pacientes quirdrgicos sin signos
de infeccion. Finalmente, se reclutaron 16 donantes de sangre, todos ellos con una
composicion en cuanto a edad y sexo similar a la de los pacientes. Se utiliz6 un protocolo
estandar de recogida de datos clinicos, incluyendo la historia clinica, examen fisico, datos
demograficos, analisis hematoldgico, bioquimico, microbiologico y pruebas radioldgicas.
Las decisiones de tratamiento se tomaron de forma individual no estandarizada por un

médico especialista.

- Criterios de inclusion: pacientes quirurgicos > de 18 afios de edad con signos de
infeccion y sospecha de sepsis que ingresaron en las plantas de los servicios de Cirugia
General o REA del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid y del Hospital

Clinico Universitario de Valladolid.

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

e Grupo control de pacientes quirirgicos: pacientes quirurgicos ingresados sin

signos de infeccion.

e Grupo casos de pacientes quirlirgicos con sepsis: pacientes quirurgicos
reclutados en las primeras 12h desde el inicio de los signos de infeccion,
sospecha o confirmacion de sepsis (de acuerdo a la definicion propuesta por
“the American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine

Consensus Conference”) 36 136,

e Grupo casos de pacientes quirurgicos con shock séptico: pacientes quirurgicos

ingresados con diagndstico de sepsis, que requieren la administracion de

farmacos vasoconstrictores, o fallo organico grave (de acuerdo a la definicion
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propuesta por “the American College of Chest Physicians/Society of Critical

Care Medicine Consensus Conference”) 36 136,

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

consentimiento informado.

- Cohorte II: se reclutaron 252 pacientes adultos (>18 afios) hospitalizados en los servicios
de Cirugia General o en las Unidades de Reanimacién Quirtrgica de los hospitales
participantes, diagnosticados de infeccion (de acuerdo a la definicion propuesta por “US
Centers for Disease Control and Prevention National Surveillance), sepsis o shock
séptico (de acuerdo a las definiciones propuestas en el consenso SEPSIS-3),
prospectivamente en el estudio, desde enero de 2017 hasta enero de 2019. Finalmente, se
reclutaron 16 donantes de sangre, todos ellos con caracteristicas de edad y sexo similares
a las de los pacientes reclutados para el estudio. Se utiliz6 un protocolo estdndar de
recogida de datos clinicos, incluyendo la historia clinica, examen fisico, datos
demograficos, analisis hematoldgico, bioquimico, microbiologico y pruebas radioldgicas.
Las decisiones de tratamiento se tomaron de forma individual no estandarizada por un
médico especialista.

Se definieron los siguientes criterios para la seleccion de pacientes:

- Criterios de inclusion: pacientes quirurgicos > de 18 afios de edad con signos de
infeccidn, sepsis o shock séptico, que ingresaron en las plantas de los servicios de Cirugia
General o REA del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid, Hospital Clinico

Universitario de Valladolid y Hospital Clinico Universitario de Salamanca.

e Grupo control sano: donantes sanos del banco de sangre.

e Grupo control de pacientes quirurgicos: pacientes quirirgicos ingresados en estas

unidades de hospitalizacion y que no presentaron signos de infeccion.

e Grupo casos de pacientes quirtirgicos con infeccion: pacientes quirirgicos
reclutados en las primeras 12h desde el inicio de los signos de infeccion (de
acuerdo a la definiciéon propuesta por “US Centers for Disease Control and

Prevention National Surveillance”).
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e Grupo casos de pacientes quirirgicos con sepsis: pacientes quirturgicos ingresados
con diagnostico de sepsis, basado en las definiciones publicadas en el consenso

SEPSIS-3 (infeccién y 2 puntos en la escala SOFA).

e Grupo casos de pacientes quirurgicos con shock séptico: pacientes quirurgicos
ingresados con diagnostico de shock séptico, basado en las definiciones
publicadas en el consenso SEPSIS-3 (sepsis con presencia de hipotension

mantenida, uso de vasopresores y niveles de lactato por encima de 2 mmol/L).

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

consentimiento informado.

Se utiliz6 una tercera cohorte de pacientes de un estudio previo de microarrays para
realizar una retrovalidacion de parte de los resultados. Esta cohorte estaba constituida por
un total de 72 pacientes adultos (>18 afos) hospitalizados en la Unidad de Reanimacion
Quirurgica de uno de los hospitales participantes (Hospital Clinico Universitario de
Valladolid), con el diagnostico de infeccion con fallo de organo (de acuerdo a la
definicion de infeccion propuesta por “US Centers for Disease Control and Prevention
National Surveillance” y la presencia de fallo de 6rgano definida por la escala SOFA)

incluidos retrospectivamente en el estudio.

* 101 pacientes quirurgicos con sepsis
CO h o) rte I ® 53 pacientes quirurgicos sin signos

de infeccidn
(abriI 2013- enero 2016) e 16 donantes sanos

CO h orte I | * 252 pacientes quirudrgicos con

infeccidn, sepsis o shock séptico
¢ 16 donantes sanos

(enero 2017-enero
2019)

Figura 5. Esquema de las cohortes de pacientes reclutadas.
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* Comite ético y Consentimiento informado:

Los estudios fueron aprobados por los respectivos Comités de Etica para la Investigacion
Clinica de los tres hospitales participantes (Hospital Universitario Rio Hortega, Hospital
Clinico Universitario de Valladolid y Hospital Clinico Universitario de Salamanca). Los
métodos empleados se han llevado a cabo de acuerdo a la legislacion espafiola para la
Investigacion Biomédica del 2007, cumpliendo con los estandares de la Declaracion de
Helsinki. El consentimiento informado escrito fue obtenido de todos los pacientes
participantes o bien de sus familiares o representantes legales, previamente a su

reclutamiento.

Seleccidon de Biomarcadores

Se seleccionaron biomarcadores de rutas bioldgicas involucradas en la fisiopatologia de
la sepsis, como son la granulopoyesis de emergencia, la degranulacion del neutréfilo y el

dano endotelial.
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, LOCALIZACION
GEN CELULA TS A

STOM
BPI
MPO
ELANE

AZU1 Promielocito Granulos azurofilos
PRTN3
CTSG
CEACAM6
DEFA4
STOM
TCNI1
LTF
CHIT1
MMP8
LCN2
MMP9
OLFM4
CD177
MMP9
CEACAMS Células banda Granulos terciarios
CD177
STOM Células neutrofilicas
MMP25 segmentadas

Mielocito y

A Granulos especificos
metamielocito

Vesiculas secretoras

STOM
CD24 Mielocito y
IL1IR2 metamielocito

IL18R1

Membrana plasmatica

Tabla 6. Localizacion de los biomarcadores de granulopoyesis de emergencia y

degranulacion del neutrofilo
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GEN CELULA LOCALIZACION FUNCION DE PROTEINA
. Coordinacion del trafico leucocitario durante la
Metaloproteinasa . . , . .y .y .
de matriz 8 Mielocito y Granulos inflamacion. Degradacion de moléculas extracelulares y
(MMPS) metamielocito especificos moléculas bioactivas. Degradacion de colagenos tipo I,
1Ty II1.
Lactoferrina Mielocito y Grénulos Regulracwn de la homeosta@s del l.nerro,.la def@nsa del
L . huésped contra un amplio abanico de infecciones
(LTF) metamielocito especificos . . . .. .
microbianas, actividad antiinflamatoria.
Induce la activacion de células epiteliales y
endoteliales, macrofagos, linfocitos y plaquetas.
Actividad antimicrobiana. Degrada elastina,
Proteinasa 3 . . , , fibronectina, laminina, vitronectina y colagenos tipo I,
Promielocito Granulos azurofilos

(PRTN3)

I y IV. Mediante la union y activacion de
F2RL1/PAR-2 mejora la funcion de barrera endotelial y
la integridad vascular durante la transmigracion de
neutrofilos.

Juega un papel en la inmunidad innata mediante la

Lipocalina 2 Mielocito y Granulos oo .. .
. . , limitacion del crecimiento bacteriano como resultado
(LCN2) metamielocito especificos o .
del secuestro de siderdforos de hierro.
Olfactomedina 4 Mielocito y Granulos Glicoproteina de matriz extracelular que facilita la
(OLFM4) metamielocito especificos adhesion celular.
Hidroliza proteinas en lisosomas especializados del
neutréfilo, llamados granulos azurofilos, asi como
Elastasa Promielocito Granulos azur6filos proteinas de la matriz extracelular. Modifica las
(ELANE) funciones de células NK, monocitos y granulocitos.
Inhibe la liberacion de enzima del neutréfilo
dependiente de C5a y la quimiotaxis.
Responsable de actividad microbicida contra un amplio
Mieloperoxidasa Promielocito Granulos azuréfilos espectro de microorganismos. Produce acidos
(MPO) hipohalosos, esenciales en la actividad microbicida de
los neutrofilos.
. Participa en la muerte y digestion de patogenos
Catepsina G S . , . . s .
(CTSG) Promielocito Granulos azuréfilos | endocitados, y en la remodelacion del tejido conectivo
en lugares donde se produce inflamacion.
Azurocidina 1 Promielocito Granulos azur6filos Tiene actividad antimicrobiana y quimiotéctica.
(AZU1) Mediador inflamatorio multifunctional
. Actividad citotoxica y antimicrobiana. Actividad
Defensina alfa 4 . . , , . . R .,
Promielocito Granulos azurofilos corticoestatica e inhibicion de la produccion de
(DEFA4) ) : : .
corticoesterona estimulada por corticotropina.
Proteina
aumento Actividad antimicrobiana contra microorganismos gram
permeabilidad Promielocito Granulos azurofilos . & &
. . negativo.
bactericida
(BPT)
Receptor 1 de . . . . ~ .
IL18 Mielocito y Membrana Esencial para la transduccion de sefial mediada por IL-
(IL18R1) metamielocito plasmatica 18. Involucrado en la degranulacion del neutrofilo.
Molécula de Funciones inmunorreguladoras. Media adhesiones
adhesion celular Células banda Granulos terciarios celulares heterofilicas con otras moléculas como
CEA S CEACAMBS. La interaccion heterofilica con
(CEACAMS) CEACAMS se produce en neutrofilos activados.
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Molécula de
adhesion celular

CEA 6 Promielocito Granulos azurofilos Juega un papel en la adhesion celular.
(CEACAM6)
Molécula CD24 Mielocito y Membrana Modula el desarrollo y sefiales de diferenciacion en
(CD24) metamielocito plasmatica granulocitos maduros y células B.
Transcobalamina Mielocito y Granulos Facilita el transporte de cobalamina dentro de las
(TCN1) metamielocito especificos células.
Promielocito, Grapulos
Miclocito azurofilos,
Estomatina me tamielocit}(,) especificos, Regulacion de la actividad de canales ionicos y
(STOM) Y vesiculas secretoras transporte de iones transmembrana.

Células neutrofilicas
segmentadas

y membrana

plasmatica
Receptor tipo 2 . . Seune a IL1A, IL1B e ILIR1/IL1RA y actua como un
Mielocito y Membrana ~ . .
de IL1 metamielocit lasmética receptor sefiuelo que inhibe la actividad de sus
(IL1R2) clamieloctto P ligandos.
, Participa en la activacion del neutrofilo. Puede unirse a
MOl?g]l;:; 7(;]))177 Células banda Granulos terciarios | la molécula de adhesion celular plaquetar 1 (PECAM-

1) y participar en la transmigracion de neutrofilos.

Degrada quitina, quitotriosa y quitobiosa. Puede

Chitinasa 1 Mielocito y Grénulos articipar en la defensa contra nematodos y otros
(CHIT1) metamielocito especificos p p , y
patogenos.
i S . D 13 tipo | .P ' |
Metaloprot.emasa Mielocito y Granulos egr.ada coldgeno tipo Vy V. Puede jugar un pape
de matriz 9 . ; , esencial en la proteodlisis local de la matriz extracelular
metamielocito especificos . . o
(MMP9) y en la migracion leucocitaria.
En respuesta a infeccion bacteriana o inflamacion,
Metaloproteinasa . . , inactiva el inhibidor proteinasa alfa 1, protector contra
. Células neutrofilicas Vesiculas . o . .
de matriz 25 scomentadas secretoras las enzimas proteoliticas liberadas por neutrofilos
(MMP25) & activados, facilitando asi la migracion transendotelial

de los neutréfilos a los lugares de inflamacion.

Tabla 7. Biomarcadores de granulopoyesis de emergencia y degranulacion del

neutrofilo.

73




GEN

TIPO DE PROTEINA

FUNCION DE PROTEINA

Angiopoyetina-1
(ANGPT1)

Glicoproteina secretada

Inhibicion de la permeabilidad endotelial

Endocan
(ESM1)

Proteina secretada

Promueve el desarrollo angiogénico

Molécula de Adhesion
Intercelular 1
(ICAM-1)

Glicoproteina superficie
celular

Su acoplamiento promueve el ensamblaje
de las copas apicales del endotelio durante
la migracion transendotelial de los
leucocitos

Selectina-E
(SEL-E)

Glicoproteina superficie
celular

Media en la adhesion de neutréfilos en el
endotelio activado por citoquinas.

Selectina-P

Receptor Ca*" dependiente

Media el rodaje rapido de leucocitos sobre
las superficies vasculares durante las

(SEL-P) primeras etapas de la inflamacion.
Sindecan-1 Proteoglicano Proliferacion celular, migracion celular e
(SDC1) transmembrana interacciones célula-matriz
Molécula de Adhesion de Células Sialoglicoproteina Adhesion celular leucocito-endotelio y

Vasculares 1
(VCAM-1)

superficie celular

transduccion de la sefial

Angiopoyetina-2

Glicoproteina secretada

Disrupcion de la capacidad de ANGPT1 de
remodelado vascular e induccion de

(ANGPT2) apoptosis celular endotelial
Trombomodulina Receptor de membrana tipo Reduccion de la cantidad de trombina
(THBD) I especifico de endotelio generada
Fragmento Medio .de la , Actividad vasodilatadora, antiinflamatoria y
Proadrenomedulina Proteina secretada ’

(MR-ProADM)

antimicrobiana

Tabla 8. Biomarcadores de dario endotelial.

Recogida de muestras:

Todas las muestras se recogieron dentro de las primeras 12h tras el diagndstico. Se

tomaron de cada paciente y de cada control sano dos tubos PaxGene para el analisis de

expresion génica y un tubo EDTA para cuantificacion de procalcitonina, PCR y

biomarcadores en plasma. Todas las muestras, tanto las destinadas a la cuantificacion de

expresion génica, como a la de biomarcadores en plasma, PCT y PCR, fueron
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almacenadas a -80°C para ser procesadas en el mismo momento y con las mismas

plataformas, evitando asi, sesgos debidos al analisis en diferentes plataformas.

Ademas, se realizaron las siguientes peticiones de rutina en los laboratorios de andlisis

clinicos de cada hospital (Figuras 6 y 7):

- Laboratorio de urgencia: Hemograma completo mas el perfil de Urgencias al que

se afiade la medicion de bilirrubina total, acido lactico, GOT.

Tiempo de Protrombina, TTPA.

Coagulacion:

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

hemocultivos periféricos de accesos diferentes (en los pacientes con sospecha o

diagnostico de infeccion).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE SEPSIS

i Paciente quirurgico
con sepsis
~ Genes Diagnéstico
ﬁi\ — | proteasas —> | diferencial de
) del neutréfilo sepsis
Paciente > . S
L /n\ Paciente quiruargico
quirdrgico . B
\ no infectado
/
d Criterios de Exclusion:
TOMA DE MUESTRAS: Dentro 1.No firmar el consentimiento
de las primeras 12 horas del informado.
diagnéstico 2.Pacientes menores de edad.

Peticiones de rutina:
Muestras para el proyecto
Laboratorio de urgencia: Hemograma+ Perfil de

= L] Urgencias + Bil. Total, PCR, A. lactico, PCT, GOT.Coagulacién:
- T. Protrombina, TTPA.

il

Microbiologia: Cultivo guiado por foco de sospecha de
infeccion 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.

Figura 6. Esquema del reclutamiento de pacientes y muestras de la cohorte

75

L




ESTRATIFICACION DE GRAVEDAD Y PRONOSTICO

-

Paciente quirurgico

infectado _— ﬁ Infeccidon no complicada ~~
SOFA <2 a

\
!

/
>

SOFA > 2
%ﬁ Infeccion complicada

TOMA DE MUESTRAS: Dentro
de las primeras 12 horas del
diagnéstico

Muestras para el proyecto

1x EDTA
2x PAX gene

Estratificacion de

gravedad en la
infeccion

/

endotrelial

Biomarcadores
— | neutréfilo y daio

Capacidad
prondstica

Criterios de Exclusion:

1.No firmar el consentimiento
informado.

2.Pacientes menores de edad.

Peticiones de rutina:

Laboratorio de urgencia: Hemograma+ Perfil de
Urgencias + Bil. Total, PCR, A. lactico, PCT, GOT.Coagulacién:
T. Protrombina, TTPA.

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

Todos estos datos se registraran en la base de datos, junto
con la informacién clinica.

Figura 7. Esquema del reclutamiento de pacientes y muestras de la cohorte II.

Cuantificacion de procalcitonina y Proteina C-

Reactiva en plasma:

La medicion de procalcitonina (PCT) en plasma, se realizd mediante un inmunoensayo

de electroquimioluminiscencia en un analizador quimico (Cobas 6000, Roche

Diagnostics Meylan, France) en las muestras recogidas, con un limite de deteccion de

0,02 ng/mL.
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Los niveles de Proteina C Reactiva (PCR) fueron cuantificados mediante un método
inmunoturbidimétrico (e501 Module Analyzer, Roche Diagnostics), con un limite de

deteccion de 0,15 mg/dL.

Cuantificacidon de biomarcadores transcriptomicos de

granulopoyesis de emergencia:

Se recogieron muestras de 2,5 mL de sangre usando los tubos especiales de coleccion de
sangre PaxGene, en las primeras 12 horas del diagndstico. Las muestras de los donantes
sanos fueron recogidas en el momento de la donacion de sangre. Para la cuantificacion de
la expresion de los genes de la granulopoyesis de emergencia se realizaron los siguientes

pasos:

e Extraccion del ARN total

La extraccion de ARN total se realizo a partir de los tubos PaxGene empleando el equipo
“PAXgene blood RNA kit” (PreAnalytix, Hombrechtikon, Suiza). El fundamento de este
kit se basa en la adsorcion y desorcion de los acidos nucleicos en presencia de sales. En
condiciones normales, los 4cidos nucleicos estdn recubiertos de una capa hidratante de
moléculas de agua que mantienen su solubilidad en soluciones acuosas. Con la adicion
de sales a los acidos nucleicos, se destruye esta ordenada estructura de moléculas de agua
de la capa hidratante, por lo que las sales crean un entorno hidrofébico alrededor de los
acidos nucleicos. Bajo estas condiciones hidrofobicas, al pasar los acidos nucleicos a
través de una columna con membrana de silice, los acidos nucleicos se unen
perfectamente a ella, mientras que las proteinas, metabolitos y otros contaminantes no se

unen y, por lo tanto, son eliminados de la muestra durante los pasos de lavado.
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Para eliminar el ADN de la muestra y obtener Unicamente ARN purificado se afiade
DNAsa a la muestra. Posteriormente, el ARN se eluye de la membrana de silice mediante
tampones de elucion con baja concentracion en sales (ligeramente alcalinos) que permiten
recuperar la capa hidratante de los acidos nucleicos, produciendo asi la liberacion del
ARN. Con este proceso de purificacion, se obtiene ARN altamente purificado y listo para

usar en procesos posteriores (figura 8).

Sangre en tubo —
PAXgene

-Afiadir 350 ul de tampon de
lavado
-Centrifugar 1° 12000 rpm

-Centrifugar 10" a 5000 rpm
-Eliminar sobrenadante v afiadir 4 ml
de agua libre de mucleasas.

-Vortear para disolver el peliet

-Aﬁaqir)SO ulsol. DNasalI (enz +
n

-Centrifugar 10° a 5000 tamp6
-Incubar 15°a 25°C

-Eliminar sobrenadanter?tzrllﬁadir 350 ul
de tampon de resuspension

i — 7|

l
i
|

-Pipetear 1a muestra en tubos de
microcentrifuga

-Afiadir 300 ul de tampoén de unién y 40 ul
de proteinasa K

-Incubar 10" a 55°C v 400 rpm

-Transferir lisado a columna Shredder
PAXgene .
-Centrifugar 3° 12000 rpm

-Transferir sobrenadante a tubo de
microcentrifuga
-Afiadir 300 pl etanol 100%. Vortex

-Pipetear 700 ul en columna Spin RNA
P;B(ggene ! o

-Centrifugar 1° 12000 rpm
-Repetir con la restante muestra

. nﬁEﬁ -« G—lﬁﬁ -« iﬁﬁ] D Eﬂﬁ -« Mﬁ:

-Incubar el eluido (AR

-Afiadir 350 ul de tampon de
lavado

-Centrifugar 1° 12000 rpm
-Repetir estos pasos 2 veces
mas con 500 ul't.de lavado

-Afiadir 40 pl de tampén de
elucion

-Centrifugar 3" a 12000 rpm
-Repetir estos pasos otra vez

5'a65°C

-Usar o almacenar a -20/-70°C

Figura 8. Pasos en la extraccion de ARN desde tubo PaxGene.
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e Cuantificacion de ARN

La cuantificacion del ARN se basa, al igual que para ADN, en medidas de absorbancia
mediante electrofotometria, utilizando el rango de luz ultravioleta (UV). El método
espectrofotométrico esta basado en la medida directa de la absorcion de la radiacion
electromagnética por parte de la muestra, siendo ésta cuantificable mediante la
correlacion de la Absorbancia (OD) con la concentracion del acido nucleico a determinar.
En el caso del ARN, 1 OD corresponde aproximadamente a 40 pg/ml de ARN. Por tanto,
el célculo de la concentracion de una muestra de ARN se estima como: A260 x 40 pg/ml

x Factor de dilucion.
La cuantificacion de la cantidad de ARN obtenido tras la purificacion, se realizo en el

espectrofotometro de amplio espectro (220-270 nm) Nano-Drop ND 1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE), a partir de 1pl de muestra.

e Evaluacién de la calidad del ARN

Las reacciones de amplificacion de ARN pueden variar considerablemente en funcion de
la integridad y la pureza del ARN de partida. E1 ARN no debe estar degradado ni
contaminado con proteinas o ADN. La pureza e integridad del ARN se estim6 mediante
una espectrofotometria. Mediante el mismo Nano-Drop ND 1000 (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE), se evalu6 la pureza del ARN midiendo la relacion
existente entre la absorbancia a 260 nm y a 280 nm. Este valor debe estar comprendido
entre 1,8 y 2; lo que indicaria que el ARN esta libre de impurezas. Si el valor es menor
de 1,8 significaria que el ARN tiene algiin contaminante (proteinas, fenol, etano, etc).

Cuanto mas bajo sea este valor, mas contaminada estara la muestra.

79



e RT-PCR para la generacién de ADNc a partir del ARN

El objetivo de esta técnica es generar 20 pul de ADNc de cada muestra. También se
generaran 20 pl de muestra Control No-RT. Se gener6 ADNc de cada muestra usando el
kit “iScript Advanced cDNA Synthesis Kit” de BioRad, estableciendo como cantidad de
ARN de partida, 1.000 ng de ARNm, y siguiendo las indicaciones del fabricante. El
volumen méximo de muestra es de 15 pl, que contengan los 1000 ng de ARN que hemos

establecido.

Se introducen las muestras en el termociclador Techne TC512 (Bibby-Scientific,
Staffordshire, OSA, UK) y se selecciona el programa: RT — BIORAD. Asi, se obtiene
finalmente el ADNCc, con el que podremos seguir trabajando o bien podremos almacenarlo

congelado a -80°C.
El volumen obtenido de ADNc (20 pL) se diluy¢ utilizando un factor de dilucion 1/25,y

se utilizaron 2,5 pL, es decir, Sng de ARNm total para la cuantificacion de la expresion

de cada gen, segun las especificaciones del fabricante.

e PCR DIGITAL

La expresion de los genes fue cuantificada por PCR digital mediante la plataforma
BioRad QX200 ddPCR system, usando las sondas TagMan Assay marcadas en FAM o
VIC con MGB como “quencher” (Thermo Fisher/Scientific-Life Technologies, Waltham,

MA) (Tabla 9), siguiendo las especificaciones del fabricante.
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Gen Sonda

Metaloproteinasa de matriz 8§ (MMPS) Hs01029057 ml
Lactoferrina (LTF) Hs00914334 ml
Proteinasa 3 (PRTN3) Hs01597752 ml
Lipocalina 2 (LCN2) Hs01008571 ml
Olfactomedina 4 (OLFM4) Hs00197437 ml
?éff;%) Hs00236952_m!1
Mieloperoxidasa (MPO) Hs00924296 ml
Catepsina G (CTSG) Hs00175195 ml
Azurocidina 1 (AZU1) Hs00156049 ml
Defensina alfa 4 (DEFA4) Hs00157252 ml
Proteina aumento permeabilidad

bactericida (BPI) P Hs01552756_ml
Receptor 1 de IL18 (IL18R1) Hs00977691 ml
?é(})gl,?(ljlk 1\(/1[% )adheswn celular CEA 8 F500266198 m1
?é(})gl,?(ljlk 1\(/1[% )adheswn celular CEA 6 Hs03645554 m1
Molécula CD24 (CD24) Hs02379687 sl
Transcobalamina (TCN1) Hs01055542 ml
Estomatina (STOM) Hs00925242 ml
Receptor tipo 2 de IL1 (ILR2) Hs00174759 ml
Molécula CD177 (CD177) Hs00360669 m1
Chitinasa 1 (CHIT1) Hs00185753 ml
Metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9) Hs00957562 ml
Metaloproteinasa de matriz 25 (MMP25) Hs00360861 ml

Tabla 9. Referencias de las sondas utilizadas para la realizacion de la PCR digital.

Una vez realizada la extraccion, purificacion y cuantificacion del ARN, asi como la RT-
PCR, se puede proceder a realizar la PCR. La PCR digital se llevé a cabo utilizando
Supermix ddPCR para muestras (no dUTP) y reactivos estandar de BioRad. A
continuacion, se tiene que continuar con la generacion de particiones, la amplificacion y

marcaje, la lectura de las particiones y la interpretacion de los resultados (Figura 9):
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Y ARNm de interés
|. Extraccion, purificacion y

cuantificacion del ARN

\ 2 RT \ ADNCc de interés
g \ 5. Lectura de las
t‘% — \k\\ particiones

3. Generacion de
particiones (gotas)

— [C000009]

+ -+t -

-5 8§ 4

6. Interpretacion de
los resultados
4. Amplificacién y marcaje (Copias del ADNCc)

Figura 9. Pasos a seguir para realizar la técnica de PCR digital.

-Generacion de particiones: esta técnica consiste en distribuir la muestra de manera
aleatoria en un nimero elevado de particiones. Las muestras se introducen en el generador
de gotas, que combinando reactivos estandar de BioRad, especialmente disefiados, y
microfluidica, es capaz de dividir la muestra en 20.000 gotas, distribuyendo de forma
aleatoria en las mismas el transcrito de interés, de manera que cada particion contenga

cero, una o varias moléculas de ADNc (Figura 10).

Gen de interés

—
- =
ADN
-
[ -

Figura 10. Generacion de particiones en PCR digital (Fuente: https://www.bio-rad.com).
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-Amplificacion y marcaje: Cada particion es sometida a una reaccion de amplificacion de
40 ciclos en un termociclador C1000Touch Thermal Cycler (BioRad), utilizando
cebadores y sondas especificas para el transcrito a amplificar y a la temperatura de

anillamiento que corresponda, que en este caso fue de 56,8°C.

-Lectura de las particiones: la placa que contiene las particiones se pasa a un lector de
gotas QX200 que adquiere las gotas de cada pocillo de la placa y las separa (Figura 11)
para medir de forma individual cada particion por un sistema de deteccion de
fluorescencia de doble color (FAM y VIC) (Figura 12). Las particiones positivas, que
contienen al menos una copia del transcrito de interés, mostraran mas fluorescencia que
aquellas particiones que sean negativas. La cantidad de moléculas de ADNc que
contienen las particiones positivas se ajusta segin el modelo matematico de Poisson. El
lector de gotas usa al menos 10.000 de las particiones para determinar el porcentaje de
gotas positivas y calcular asi el nuimero de copias de ADNc por nanogramo de ARNm

inicial.

Figura 11. Separacion individual de las particiones en el lector de gotas QX200 (Fuente:

https://www.bio-rad.com).

Channel 1

LS

Figura 12. Lectura de fluorescencia para cada particion en dos canales en el lector de

gotas (Fuente: https://www.bio-rad.com).
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-Interpretacion de resultados:

Finalmente, siguiendo todo este proceso (Figura 13), se llega a obtener una cuantificacion
absoluta del transcrito de interés en el volumen que se ha introducido para cada muestra
en el experimento (en este caso 20 uL). Asi, sin necesidad de curva patrén, con un sencillo
paso que consiste en dividir el resultado de la cuantificacion obtenida por el aparato entre
la concentracion a la que se encuentra el volumen de la muestra que se ha introducido
(normalmente es una concentracion de 5 ng/pL), se obtiene un valor absoluto en copias

de ADNCc por cada ng de ARNm inicial analizado.

| o
el = £ -1 e
Reagents
- Assays
EREEE RN
= - .
Consumables Droplet Generator
- ’/
wn
4 -
- \ -

PX1 PCR plate sealer
C1000 Touch thermal cycler

( Q QuantaSoft

— - >
- -

QX200 droplet reader
Figura 13. Flujo de trabajo en PCR digital (Fuente: https://www.bio-rad.com).
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Cuantificacion de biomarcadores proteicos de dano

endotelial y degranulaciéon del neutrofilo en plasma:

La MR-ProADM (fragmento medio de la proadrenomedulina) se cuantifico por
tecnologia TRACE (“Time Resolved Amplified Cryptate Emission”) usando un
inmunoensayo tipo sandwich (Kryptor Compact Plus Analyser, BRAHMS, Hennigsdorf,

Germany).

La cuantificacion de los niveles de Angiopoyetina 1 (ANGPT1), Angiopoyetina 2
(ANGPT2), Endocan (ESM1), Molécula de Adhesion Intercelular 1 (ICAM-1), Selectina
E (SEL-E), Selectina P (SEL-P), Sindecan 1 (SDC1), Molécula de Adhesion Celular
Vascular 1 (VCAM-1) y Trombomodulina (THBD) se realizo mediante tecnologia
multiplex, utilizando una plataforma Luminex 200 de BioRad con reactivos de R&D y

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los niveles de Lipocalina 2 (LCN2), Metaloproteinasa de Matriz § (MMP8), Lactoferrina
(LTF), Proteinasa 3 (PRTN3), Mieloperoxidasa (MPO) y Metaloproteinasa de Matriz 9
(MMP9) en plasma, se midieron mediante tecnologia multiplex, utilizando una
plataforma Luminex 200 de BioRad con reactivos de R&D y siguiendo las instrucciones

del fabricante.
Existe un gran nimero de técnicas utiles para el estudio de las proteinas. Hoy en dia, las

mas aplicadas para la investigacion biomédica traslacional, son técnicas convencionales

como el Western Blot y el ELISA, y técnicas avanzadas como el Luminex.

e LUMINEX:

El desarrollo de las tecnologias de alto rendimiento ha conseguido que se pongan a punto
técnicas protedmicas mas avanzadas. La principal ventaja de este tipo de técnicas es que

suplen el inconveniente de que en las técnicas convencionales s6lo se puede estudiar un
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determinado antigeno, proteina, etc. Este tipo de tecnologias, sin embargo, permiten el
estudio de varias moléculas de forma simultdnea en una misma muestra, lo cual supone
un ahorro de tiempo, material y la posibilidad de generar un mayor volumen de datos en

un unico experimento.

La tecnologia Luminex Bio-Plex, consiste en llevar a cabo multiples ensayos con
microesferas magnéticas, disefiadas para medir un gran nimero de proteinas en un

volumen minimo de muestra y en un corto periodo de tiempo (3-4 horas).

B

Imagen 1. Plataforma Luminex 200 (Fuente: https://www.bio-rad.com).

Esta técnica permite cuantificar numerosas proteinas y moléculas que pueden estar
involucradas en multitud de respuestas fisioldgicas y asociadas con una gran variedad de

enfermedades, como por ejemplo, las infecciones graves.

El principio de esta técnica es similar al de un ELISA tipo saindwich, donde se produce la
siguiente reaccion: cada microesfera magnética con su codigo de color, lleva unido un
anticuerpo de captura que se unird al biomarcador de interés. Luego se afiadird un segundo
anticuerpo de deteccion biotinilado. El compuesto que finalmente serd detectado se
genera con la adicion de un conjugado estreptavidina-ficoeritrina, que se unira al
anticuerpo secundario, y que reportara fluorescencia que podremos cuantificar. (Figura

14).
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Biomarcador

de interés o
Estreptavidina
Anticuerpo .
de captuF;a Anticuerpo
de deteccion S
Bola magnética biotinilado Ficoeritrina

(Marcador de
fluorescencia)

Figura 14. Principio de la técnica de Luminex. Adaptado del capitulo de Almansa R.,
Martin-Fernandez M. y Bermejo-Martin J.F. “Metodologia badsica de investigacion

biomédica” para Editorial Médica Panamericana.

Anadlisis Estadistico:

-Diagnostico diferencial de sepsis:

Para la comparacion de variables cuantitativas continuas se empled el test de Mann
Whitney. Para la comparacion de proporciones en variables categoricas se empleo el test

de Chi Cuadrado, 2.

Para calcular la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores para distinguir entre
presencia / ausencia de sepsis, se utiliz6 el test del area bajo la curva. Se calculé el punto
del area bajo la curva con el mejor balance entre sensibilidad y especificidad (“optimal
operating point”) utilizando la siguiente féormula:

Optimal Operating Point (OOP) = (1 — sensibilidad)* + (1 — especificidad)?

Para evaluar la capacidad de los genes del neutréfilo y de la procalcitonina (PCT) para

identificar presencia o ausencia de sepsis, se utilizaron modelos de regresion logistica
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multivariante. Las variables de confusion se eligieron mediante regresion logistica
univariante, seleccionando aquellas con una p < 0,1. Para estos modelos se crearon
variables categoricas en base a los OOPs calculados en las areas bajo la curva de cada

biomarcador.

-Estratificacion de riesgo en la infeccion:

Para la comparacion de variables cuantitativas continuas se emple6 el test de Kruskal-
Wallis corregido por test post-hoc para comparaciones multiples. Para la comparacion de

proporciones en variables categdricas se empleo el test de Chi Cuadrado, x2.

Para evaluar la capacidad de los biomarcadores para estratificar el riesgo a lo largo de
todo el espectro de la infeccion, se utilizaron modelos de regresion logistica multivariante
para diferenciar bien entre infeccion y sepsis o entre sepsis y shock séptico. Las variables
de confusion de los dos modelos se eligieron mediante regresion logistica univariante,

seleccionando aquellas con una p <0,1.
Para calcular la sensibilidad y especificidad de aquellos biomarcadores que fueron
significativos en los modelos de regresion, se utilizo el test del area bajo la curva para

distinguir entre infeccion y sepsis y entre sepsis y shock séptico.

-Pronéstico de mortalidad:

Para la comparacion de variables cuantitativas continuas se empled el test de Mann
Whitney. Para la comparacion de proporciones en variables categdricas se empled el test

de Chi Cuadrado, 2.

Para calcular la sensibilidad y especificidad de los biomarcadores para distinguir
supervivientes de no supervivientes, se utilizo el test del area bajo la curva. Se
seleccionaron asi 11 genes con un area bajo la curva > 0,7. Se calcul6 para cada uno de
estos genes el punto del area bajo la curva con el mejor balance entre sensibilidad y
especificidad, “optimal operating point”, utilizando la siguiente féormula:

Optimal Operating Point (OOP) = (1 — sensibilidad)* + (1 — especificidad)?
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Se construy6 asi un escore aditivo utilizando los OOPs de los 11 genes seleccionados.
Esto se llevo a cabo construyendo variables categodricas utilizando los OOPs de cada gen,
de tal manera que, a cada paciente con niveles de expresion de cada gen por encima del
OOP correspondiente se le otorga un 1, de forma que en el escore aditivo, cada paciente

podra tener una puntuaciéon de 0 a 11 puntos.
Para evaluar la asociacion entre este escore aditivo y el riesgo de mortalidad se utilizé un
modelo de regresion logistica multivariante. Las variables de confusion se eligieron

mediante regresion logistica univariante, seleccionando aquellas con una p <0,1.

Para calcular la existencia de diferencias entre las areas bajo la curva se utiliz6 el test de

Hanley & McNeil.
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VI. RESULTADOS
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE SEPSIS.

Caracteristicas clinicas de los pacientes:

Para este propdsito, se emplearon los pacientes reclutados en la cohorte I, pacientes

quirargicos sépticos y pacientes quirurgicos no infectados.

El perfil de varon de edad avanzada fue el predominante tanto en el grupo de sepsis como

en el grupo de controles quirdrgicos, siendo los pacientes con sepsis mayores que los del

otro grupo. En cuanto a las comorbilidades, su prevalencia fue similar en ambos grupos,

a excepcion de la diabetes mellitus, que fue mas frecuente en el grupo de sepsis (Tabla

10).
Sepsis C(.)n’tro!es
(n=101) Qllll'El‘glCOS p valor
(n=53)
. Edad [afios, mediana (IQR)] 72,00 (15) 64,00 (18) 0,006
Caracteristicas
Hombres [% (n)] 65,35 (66) 71,70 (38) n.s.
Hipertension arterial 55,45 (56) 60 (30) n.s.
Enfermedad cardiovascular cronica 47 (47) 32,65 (16) n.s.
Enfermedad respiratoria crénica 14,85 (15) 21,15 (11) n.s.
Enfermedad renal crénica 14,85 (15) 2(1) n.s.
Comorbilidades, Enfermedad hepitica créonica 2,97 (3) 5,88 (3) n.s.
% (n) Enfermedad neurolégica 4,95 (5) 3,77 (2) n.s.
Enfermedad cerebrovascular 3,96 (4) 5,66 (3) n.s.
Diabetes mellitus 33,66 (34) 18,87 (10) 0,005
Cancer 29,70 (30) 43,14 (22) 0,050
Inmunosupresion 17,84 (17) 13,89 (5) n.s.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte I. Variables continuas

representadas

en mediana, (rango

representadas en %,(n); n.s: no significativo.
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Los pacientes con sepsis se sometieron mas frecuentemente a una cirugia urgente en
comparacion con el grupo de controles quirurgicos, en los que esto fue un evento inusual.
El tipo de cirugia fue similar en ambos grupos, siendo la de tipo abdominal la mas
frecuente. Como cabria esperar, los pacientes con sepsis permanecieron mas tiempo
ingresados en el hospital / UCIL. Ninguno de los pacientes del grupo de controles
quirargicos fallecid, mientras que casi el 25% de los pacientes con sepsis no sobrevivieron

a la enfermedad (Tabla 11).

Sepsis C(.)n’tro!es
_ Quiruargicos p valor
(n=101) (n=53)
Cirugia urgente 63,36 (64) 4,76 (2) < 0,001
Cirugia cardio-toracica 30 (30) 39,62 (21) n.s.
. L Cirugia abdominal 62 (62) 43,40 (23) n.s.
Tipo .f}e (cl:;“g'a’ Neurocirugia 1(1) 1,89 (1) ns.
° Cirugia vascular 3(3) 3,77 (2) n.s.
Cirugia uroldgica/renal 1(1) 9,43 (5) 0,011
Otras cirugias 3(3) 1,89 (1) n.s.
Sf;:?;:z(ﬂg;l;‘tggg?] 26,5 (23,5) 10,0 (7,0) <0,001
Estancia en UCI
Evolucién y [dia:’mecdiafm [(JI?)R)] 140017.9 4030 <0,001
pronéstico SIRS, % (n) 100 (101) 56,60 (30) <0,001
Shock séptico, % (n) 61,39 (62) n,a n.a.
Mortalidad a 28 dias, % (n) 19,80 (20) 0 <0,001
Mortalidad hospitalaria, % (n) 24,75 (25) 0 < 0,001

Tabla 11. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte I. Variables continuas
representadas en mediana, (rango intercuartil, IQR); variables categoricas
representadas en %, (n) UCI: unidad de cuidados criticos,; SIRS: sindrome de respuesta

inflamatoria sistémica; n.a.: no aplicable; n.s: no significativo.

Los focos mas comunes de infeccion fueron el abdominal y el respiratorio. Con respecto
al origen de la sepsis, en 60 de los casos fue de origen nosocomial, y en 41 de los casos
se origind en la comunidad. Los pacientes con sepsis presentaron un mayor grado de
disfuncion orgénica, evaluado por la puntuacion en la escala SOFA y mostraron niveles
mas altos tanto de Proteina C Reactiva (PCR) como de Procalcitonina (PCT), asi como

recuentos mas altos en sangre de leucocitos, neutréfilos, eosinédfilos y basofilos. Tanto
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los casos como los controles quirdrgicos presentaron niveles linfocitarios que oscilaban

en torno a la linfopenia (<1000 linfocitos / mm3) (Tabla 12).

Sepsis C(.)n’tro!es
(n=101) Quiruargicos p valor
(n=53)
Desconocido 14,85 (15) n.a. n.a.
Tracto respiratorio 18,81 (19) n.a. n.a.
. Abdomen 45,55 (46) n.a. n.a.
ingzlcgiglli,q’;;li(‘n) Tracto urinario 4,95 (5) n.a. n.a.
Herida quirirgica 5,94 (6) n.a. n.a.
Bacteriemia 4,95 (5) n.a. n.a.
Otros 4,95 (5) n.a. n.a.
Gram + 46,5 (47) n.a. n.a.
Gram - 58,4 (59) n.a. n.a.
Microbi;)ll)ogia, e Hongos 6,9 (7) n.a. n.a.
Virus 2(2) n.a. n.a.
Polimicrobiano 40,6 (41) n.a. n.a.
Escala SOFA 8 (6) 1(3) <0,001
Bilirrubina total (mg/dl) 0,75 (1,30) 0,77 (0,53) n.s.
Glucosa (mg/dl) 152,0 (78,0) 135,0 (55,0) ns.
Plaquetas (céls/mm3) 180000 (194,75) 155000 (740000) ns.
INR 1,30 (0,42) 1,23 (0,41) ns.
Sev02 (%) 73,10 (19,00) 68,80 (80,00) ns.
Medidas al PCR (mg/L) 232,30 (169,25) 57,70 (77,70) <0,001
m‘iﬁﬁ‘:ﬁg’ﬁ)] Procalcitonina (ng/mL) 5,57 (17,51) 0,50 (0,97) <0,001
Leucocitos (céls/mm3) 14465 (10257,50) 12290 (4875,0) 0,023
Linfocitos (céls/mm3) 944,32 (818,64) 1008 (894,32) ns.
Monocitos (céls/mm3) 1068,48 (51887,66) | 781,88 (1327,86) ns.
Neutrofilos (céls/mm3) 12337 (9220,50) 10016 (4704,5) 0,017
Eosinéfilos (céls/mm3) 49,00 (2052,65) 12,30 (70,47) 0,019
Baséfilos (céls/mm3) 78,44 (1593,24) 28,80 (68,93) 0,006

Tabla 12. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte I. Variables continuas
representadas en mediana, (rango intercuartil, IQR); variables categoricas
representadas en %,(n); INR, ratio internacional normalizado; ScvO?2: saturacion

central venosa de oxigeno, n.a.: no aplicable; n.s: no significativo.

En el 84% de los pacientes con sepsis (n=85) se consiguiod, al menos, una identificacion
microbioldgica positiva. En el 39,5% de los casos positivos, los cultivos correspondieron
a bacilos anaerobios facultativos Gram negativo de la familia de los Enterobacteriaceae,

siendo Escherichia coli el microorganismo mas frecuente (n=31). En el 32,9% de los
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casos se detectd la presencia de cocos aerobios o facultativos anaerobios Gram positivo,
siendo Staphylococcus epidermidis (n=10) y Enterococcus faecium (n=10) los
microorganismos mas comunes. En cuanto a los hongos, éstos representaron el 6,0% de
los cultivos positivos, siendo el aislamiento més frecuente Candida albicans (n=6). Del
resto de las muestras positivas, el 21,6%, pertenecieron a otras especies microbioldgicas

(Tabla 13).

TIPO DE MICROORGANISMO % (n)
GRAM NEGATIVO 39,5%
Escherichia coli 31
GRAM POSITIVO 32,9%
Staphylococcus epidermidis (10)
Enterococcus faecium (10)
HONGOS 5,99%
Candida albicans (6)
OTROS MICROORGANISMOS 21,6%
TOTAL AISLAMIENTOS POSITIVOS 84,2%

Tabla 13. Caracterizacion de la microbiologia de los pacientes de la cohorte I.

Niveles de expresion de los genes que codifican proteinas de degranulacion del

neutrofilo a lo largo de los diferentes grupos:

Como se puede apreciar en la figura 15, los niveles de expresion de los genes que
codifican proteasas del neutrofilo, siguieron una tendencia generalizada a aumentar con

la gravedad. Como se observa en la tabla 14, las concentraciones en plasma, tanto de la

94



PCT como de MMPS8, fueron mas elevadas en el grupo de controles quirtirgicos que en
los controles sanos, reflejando la existencia de un proceso inflamatorio activo a nivel

sistémico en los pacientes postoperados no infectados.

En la comparacion contra los controles sanos, los pacientes sépticos mostraron niveles
aun mas elevados de todos los genes excepto de MPO, que so6lo mostrd diferencias
significativas en el caso de los pacientes sépticos con una puntuacion en la escala SOFA

>8.

Con respecto a los controles quirurgicos, todos los genes mostraron una elevacion
significativa de sus niveles de expresion en los pacientes con sepsis, salvo MPO, que s6lo
mostro diferencias significativas en el caso de los pacientes sépticos con una puntuacién

en la escala SOFA >8.

Dentro de los pacientes con sepsis, todos los genes se elevaron de forma significativa en

paralelo a un aumento de la disfuncién organica, medida por la escala SOFA.

El gen que mostr6 una mejor capacidad para diferenciar entre los diferentes grupos a
través de sus niveles de expresion en sangre fue MMPS, mostrando diferencias

significativas en todas las comparaciones entre grupos.

C(éntroles C(.)n’tro!es S(S)e:l?:izs S(S)?Ziis 5 p p p p p

2('(1)1)05 Q““ar)g‘“’s 2 @) | OvsD | Ovs2) | (Ovs3) | (1vs2) | (1vs3) | 2vs3)
1\(11/\:5‘ [ég] [;33] [4815669] [152161366] <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
%ﬁ‘g [ggf] [i ég] [‘l“z‘ég] [1579845‘2] ns | <0001 | <0001 | <0,001 | <0001 | 0002
0(%511;’;4 [éé] [ég] [;ig] [3821361] ns | <0001 | <0001 | <0,001 | <0001 | 0003
(%/Tlg) [ ; ég] [}ég] : 1424680] ! 122486345] ns 0,002 | <0,001 | <0001 | <0,001 | 0,001
1’(1:;1;)3 [190] [185] [5(5)] [26993] ns 0,004 | <0,001 | <0001 | <0,001 | 0,011
?:/E(g)) [ﬁ] [3(9)] [‘9‘% [27102] ns ns | <0001 | ns | <0001 | 0,044
(nI;/CmTL) [8:83] [823(7)] [;:gg] [;ézgz] <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001

Tabla 14. Niveles de expresion de los genes del neutrodfilo en los diferentes grupos de

pacientes. Mediana [Rango Intercuartil]; n.s: no significativo.
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Figura 15. Diagramas de caja representando los niveles de expresion de los genes del
neutrofilo en los diferentes grupos de pacientes. A representa la existencia de diferencias
significativas con respecto al control sano. Las lineas representan diferencias
significativas entre los diferentes grupos de pacientes. Log: logaritmo; ARNm: ARN

mensajero.

Sensibilidad v especificidad para la deteccion de sepsis:

A continuacion, se evaluo la capacidad de la expresion de los genes que codifican
proteinas de degranulacion del neutrofilo para realizar el diagnoéstico diferencial de sepsis

mediante andlisis de drea bajo la curva (ABC) (Figura 16).
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Figura 16. Andlisis del drea bajo la curva de los genes del neutrodfilo para evaluar su

poder de diagnostico de sepsis.



Como se puede apreciar en la tabla 15, todos los genes evaluados, asi como la
Procalcitonina, mostraron areas bajo la curva significativas para el diagnéstico diferencial

de pacientes quirurgicos con sepsis.

Los genes que mejor diferenciaron entre pacientes quirirgicos con sepsis y controles
quirargicos no infectados fueron MMPS y LCN2, con un area bajo la curva de 0,86,
superior a la alcanzada por la PCT. Tanto estos dos genes como OLFM4 y LTF mostraron
un area bajo la curva superior al alcanzado por la PCT, por lo que podrian ser buenos
candidatos para el diagnostico de sepsis. Por otra parte, PRTN3 y MPO no alcanzaron un

area bajo la curva de 0,80.

Se calcularon, ademas, los puntos de corte (OOP) tanto para los diferentes genes como
para la PCT. MMP8, LCN2, OLFM4 y LTF mostraron mejores sensibilidades y
especificidades que la PCT para el diagnostico diferencial entre pacientes quirirgicos
sépticos y no sépticos, siendo MMPS el gen con un mejor balance entre sensibilidad

(80,2%) y especificidad (79,2%) para la deteccion de sepsis en pacientes quirurgicos.

Area Bajo la Curva

ABC [IC 95%] ) oopr Se Es

MMP8 (c¢/ng) 0,86 | 0,80 | 0,92 | <0,001 386 80,2 79,2
LCN2 (c¢/ng) 0,86 | 0,80 | 0,92 | <0,001 946 74,3 88,8
OLFM4 (¢/ng) 0,83 | 0,77 | 0,90 | <0,001 86,4 77,2 81,1
LTF (c/ng) 0,81 | 0,74 | 0,88 | < 0,001 259 76,2 79,2
PCT (ng/mL) 0,80 | 0,73 | 0,88 | <0,001 1,11 73,3 75,5
PRTN3 (c/ng) 0,78 | 0,70 | 0,85 | <0,001 | 1,308 | 68,0 74,5
MPO (c¢/ng) 0,67 | 0,58 | 0,75 0,001 48,2 55,4 76,9

Tabla 15. Areas bajo la curva tanto de los genes como de la PCT para el diagnéstico
diferencial entre pacientes con sepsis y controles quirurgicos. OOP: punto de corte; Se:

sensibilidad; Es: especificidad.
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Asociacion entre niveles de expresion génica vy riesgo de sepsis:

A la hora de evaluar el poder de asociacion de los genes con el riesgo de sepsis se realizd
un analisis de regresion logistica multivariante. Las variables de ajuste que se emplearon
para realizar el modelo fueron: la escala SOFA, la edad, cirugia urgente, antecedente
personal de padecer enfermedad renal cronica, cancer, diabetes mellitus, la concentracion
de neutréfilos en sangre y de Proteina C Reactiva (PCR). Asi pues, se evaluaron los
puntos de corte de los genes, previamente calculados, a través de este modelo. Como se
puede apreciar, tener niveles tanto de PCT como de todos los genes por encima de los
puntos de corte correspondientes, se asocia de forma directa y significativa a un mayor
riesgo de sepsis. En este contexto, de todos los biomarcadores evaluados fue LCN2 el gen
que mostrd un odds ratio superior, y, por tanto, una mayor fuerza de asociacion con el
riesgo de sepsis, aunque MMP8 mostr6 un mejor balance entre sensibilidad y

especificidad a la hora de detectar sepsis (Tabla 16).

Analisis multivariante para riesgo de sepsis
OR [IC 95%] )/ Se Es
MMPS8 > 386 c/ng 5,4 1,47 | 20,03 0,011 80,2 79,2
LCN2 > 946 c/ng 12,2 2,57 | 57,98 0,002 74,3 88,8
OLFM4 > 86,4 c/ng 4,7 1,27 | 17,50 0,020 77,2 81,1
LTF > 259 ¢/ng 6,7 1,76 | 25,28 0,005 76,2 79,2
PCT > 1,11 ng/mL 4,2 1,15 | 15,43 0,030 73,3 75,5

Tabla 16. Analisis multivariante para evaluar el riesgo de sepsis en funcion de los niveles

de expresion génica o de PCT. OR: odds ratio,; Se: sensibilidad; Es: especificidad.

En base a estos resultados se decidi6 evaluar el papel de estos genes en la estratificacion
de la gravedad en la infeccion y el prondstico de mortalidad. Aparte de estos genes,
teniendo en cuenta los antecedentes encontrados en la literatura, también se decidid
evaluar el papel de las proteinas relacionadas con la disfunciéon endotelial y la

degranulacion del neutréfilo en la estratificacion de gravedad en la infeccion.
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ESTRATIFICACION DE GRAVEDAD EN LA INFECCION

Caracteristicas clinicas de los pacientes:

Para este proposito, se emplearon los pacientes reclutados en la cohorte II, pacientes con

infeccion, sepsis y shock séptico.

El grupo de pacientes con infeccion era mas joven que los grupos de sepsis y shock
séptico. En cuanto al género, todos los grupos tenian una composicion similar. En cuanto
a las comorbilidades, los pacientes con sepsis y shock séptico presentaban de forma mas
frecuente antecedentes de hipertension o patologia cronica cardiovascular, respiratoria o

renal (Tabla 17).

Infeccion (1) Sepsis (2) Shock Séptico (3) | pvalor | pvalor | p valor
(n=100) (n=95) (n=57) (Ivs2) | Avs3) | 2vsI)
Edad [afios, mediana (IQR)] 56,00 (32) 73,00 (21) 74,00 (11) <0,001 <0,001 n,s
Caracteristicas
Hombres [%, (n)] 60,00 (60) 65,30 (62) 54,40 (31) n.s. n.s. n.s.
Enfermedad cardiovascular crénica 13,00 (13) 29,50 (28) 36,80 (21) 0,005 0,001 n.s.
Enfermedad respiratoria crénica 2,00 (2) 13,70 (13) 10,50 (6) 0,002 0,020 n.s.
Hipertension 30,00 (30) 49,50 (47) 59,60 (34) 0,006 <0,001 n.s.
Comorbilidades, Enfermedad renal crénica 2,00 (2) 9,50 (9) 12,30 (7) 0,024 0,003 n.s.
[% ()] Enfermedad hepatica crénica 4,00 (4) 2,10 (2) 1,80 (1) ns. ns. ns.
Diabetes mellitus 14,00 (14) 21,10 (20) 29,80 (17) n.s. 0,017 n.s.
Cancer 13,00 (13) 19,00 (18) 22,80 (13) n.s. n.s. n.s.
Inmunosupresién 5,00 (5) 13,70 (13) 10,50 (6) 0,037 n.s. n.s.

Tabla 17. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte Il. Variables continuas
representadas en mediana, (rango intercuartil, IQR); variables categoricas

representadas en %,(n); n.s: no significativo.

La proporcion de pacientes que necesitaron someterse a una cirugia urgente fue similar
en los tres grupos. La cirugia mas frecuente fue la abdominal y el foco abdominal fue el
predominante en los tres grupos de estudio. Los pacientes con sepsis o shock séptico

presentaron mas frecuentemente infecciones respiratorias que los pacientes con infeccion.
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La bacteriemia fue mas prevalente en aquellos pacientes con shock séptico. Los pacientes
con sepsis o shock séptico presentaron mas infecciones por bacterias Gram positivo que

los pacientes con infeccion. Las infecciones por bacterias Gram negativo fueron mas

prevalentes en el grupo de shock séptico que en el resto de grupos (Tabla 18).

Infeccion (1) Sepsis (2) Shock Séptico (3) | pvalor | pvalor | p valor
(n=100) (n=95) (n=57) (Avs2) | vs3) | 2vs3)

Cirugia urgente 70,00 (70) 77,90 (74) 71,90 (41) ns. n.s. n.s.
Abdominal 65,00 (65) 56,80 (54) 42,10 (24) ns. 0,006 n.s.
Tipo de cirugia, Cardio-toricica 0,00 (0) 14,70 (14) 24,60 (14) <0,001 | <0,001 n.s.
[% ()] Vascular 1,00 (1) 3,20 (3) 1,80 (1) n.s. n.s. n.s.
Urolégica/Renal 0,00 (0) 0,00 (0) 1,80 (1) ns. n.s. n.s.
Otras 13,00 (13) 4,20 (4) 7,00 (4) 0,030 n.s. n.s.
Tracto respiratorio 4,00 (4) 15,80 (15) 24,60 (14) 0,006 < 0,001 n.s.

Abdomen 67,00 (67) 50,50 (48) 33,30 (19) 0,020 <0,001 0,039
Origen de la Tracto urinario 0,00 (0) 4,20 (4) 10,50 (6) 0,039 0,001 n.s.
infeccién, Herida quirargica 12,00 (12) 16,80 (16) 22,80 (13) ns. n.s. n.s.

[% )] Bacteriemia 0,00 (0) 6,30 (6) 21,10 (12) 0,011 <0,001 0,007
Otros 13,00 (13) 16,80 (16) 7,00 (4) ns. n.s. n.s.

Cultivo positivo 29,00 (29) 56,84 (54) 77,44 (43) <0,001 | <0,001 0,021
Microbiologia, Gram + 13,00 (13) 30,50 (29) 36,80 (21) 0,003 0,001 n.s.
[% ()] Gram - 23,00 (23) 32,60 (31) 59,70 (34) n.s. < 0,001 0,001
Hongos 4,00 (4) 8,40 (8) 14,00 (8) ns. 0,023 n.s.

Tabla 18. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte Il. Variables continuas
representadas en mediana, (rango intercuartil, IQR); variables categoricas

representadas en %,(n); n.s: no significativo.

Como cabria esperar, los pacientes con shock séptico mostraron mayor grado de
disfuncion orgéanica, medido a través de la escala SOFA. La estancia hospitalaria estaba
directamente asociada a la gravedad de los pacientes. En cuanto a la mortalidad, el mayor
porcentaje de fallecidos se produjo en el grupo de shock séptico, con un 38%, seguido del
grupo de sepsis, con un 7%, mientras que en el grupo de infeccién no se produjeron
muertes. La alteracion de la coagulacion, representada por el Ratio Normalizado
Internacional (INR), también se asocio con la gravedad de los pacientes. En cuanto al
leucograma, el contaje de linfocitos disminuy6 a medida que aument6 la gravedad de los
pacientes. Los monocitos fueron més bajos en los grupos de sepsis y shock séptico que

en el grupo de infeccion (Tabla 19).
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Infeccion (1) Sepsis (2) Shock Séptico (3) | pvalor | pvalor | pvalor
(n=100) (n=95) (n=57) (Ivs2) | 1vs3) | 2vs3)
e [ﬁf;’:‘;iz(:‘lg;l;“ggg;] 5 (10) 15 (21,50) 31 (30,25) <0,001 | <0001 | <0,001
prorlll()sticoy [ difss,ti:‘ec(;?ai’; [(JI%IR)] 0,50 (2) 3(5,75) 7(10) <0,001 | <0,001 0,001
Mortalidad hospitalaria, [% (n)] 0,00 (0) 7,40 (7) 38,60 (22) 0,006 <0,001 | <0,001
Escala SOFA 0(1) 6(5) 9 (4) <0001 | <0001 | <0,001
Bilirrubina total (mg/dI) 0,70 (0,63) 0,70 (1,35) 1,00 (1,34) ns 0,013 ns.
Glucosa (mg/dl) 118 (44) 158 (67) 163 (105) <0,001 | <0,001 ns.
Na (mmol/L) 139,00 (5,25) 138,00 (8,00) 129,00 (136,50) 0,008 <0,001 0,001
K (mmol/L) 3,90 (1,10) 4,00 (0,70) 3,85 (1,13) ns. ns. ns.
Plaquetas (cell/mm3) 221500 (113000) | 184000 (170750) | 123000 (169500) 0,023 0,001 ns.
Medidas al INR 1,15 (0,23) 1,27 (0,20) 1,44 (0,54) 0,002 <0,001 | <0,001
Arrsion, Albiéimina (mg/dl) 3480 (1397,5) 2445 (997,5) 2340 (915) <0,001 | <0,001 ns.
[mediana (IQR)] Lactato (mmol/L) 1,50 (0,79) 1,50 (0,77) 3,55 (2,73) ns. <0,001 | <o0,001
Leucocitos (céls/mm3) 13070 (7160) 14050 (8880) 14550 (12355) ns. ns. ns.
Linfocitos (céls/mm3) 1383,50 (894,60) 940 (853,76) 592 (693,31) 0,021 <0,001 0,004
Monocitos (céls/mm3) 795,52 (632,94) 632 (617) 411,25 (546,56) 0,049 0,002 ns.
Neutréfilos (céls/mm3) 10144 (7536,78) 12100 (7338) 12240 (12530) ns. ns. ns.
Eosinéfilos (céls/mm3) 43 (104,91) 19 (57,52) 10,92 (47,53) ns. ns. ns.
Baséfilos (céls/mm3) 33,60 (41,73) 26,90 (43,04) 20 (39,39) ns. 0,042 ns.

Tabla 19. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte Il. Variables continuas

representadas

en mediana,

(rango

intercuartil,

10R);

variables categoricas

representadas en %,(n); UCI: unidad de cuidados criticos; INR, ratio internacional

normalizado n.s: no significativo.

Niveles de biomarcadores a lo largo de los grupos de estudio:

-Granulopoyesis de emergencia vy reactantes de fase aguda:

Como se puede apreciar en la tabla 20 y en los graficos de cajas de la Figura 17, hay una

tendencia generalizada de aumento de los niveles de los biomarcadores de granulopoyesis

de emergencia y fase aguda a lo largo del espectro de gravedad, siendo los mas robustos

en cuanto a la existencia de diferencias significativas a medida que aumenta la gravedad

OLFM4, IL18R1, STOM, IL1R2, CD177, MMP9 y PCT.




C(él;t;‘(())sles Infeccién Sepsis Ssél;;ic; D D D D D D
o ) @) ) ©vs1) | Ovs2) | @vs3) | 1vs2) | A vs3) | @vs3)
MMPS (c/ng) [g] [1308031] [286239] [}g fég] 0,001 | <0,001 | <0,001 | ns. |<0,001 | <0001
LTF (c/ng) [13689] [é(z)g] [141068] [2 %g] ns. | 0,008 | <0,001 | <0001 | <0,001 | <0,001
PRTN3 (¢/ng) [i] [295] [120%‘] [27974] ns. | 0,046 | <0,001 | <0001 | <0001 | 0,026
LCN2 (¢/ng) [;Zj] [g(z) é] [i 68713] [g ‘3‘8(7)] ns. | 0,001 | <0,001| <0001 | <0001 | <0,001
OLFM4 (c/ng) [}é] [12096] [gg] [; ?gg] 0010 | 0,001 |<0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
ELANE (c/ng) [}8] [ié] [15263] [ﬁgé] 0,043 | 0,008 |<0,001|<0001|<0001]| ns.
MPO (c/ng) [}‘2‘] [g?] [13077] [19846] ns. | 0,046 | 0,001 | 0012 | <0001 0,001
CTSG (c/ng) [}g] [5471] [13072] [25155] ns. | 0,008 | 0,005 | 0,001 |<0001| ns.
AZUI1 (c/ng) [2] [}g] [13111] [15561] ns. | 0014 | 0001 | <0001 |<0001| ns.
DEFA4 (¢/ng) [17142] [17501] [;‘3‘% [gég] ns. | ns. | <0001| 0012 |<0001| ns.
BPI (c/ng) [‘7‘2] [29252] é?é] [;%] ns. | 0,001 | 0,001 | <0001 |<0001| <0001
IL18R1 (c/ng) [gf] [;ZZ] [ﬁg] % 6%38? 0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,031 | <0,001 | <0,001
CE(‘:/EQMS [ég] [gg] [28859] [2;‘7‘] ns. | ns. | 0,001 | 0002 |<0001]|<0001
CE(‘:/EgM‘S [183] [}i] [gg] [17007] ns. | 0,046 | 0,001 | 0008 | <0001 0,009
CD24 (c/ng) [1717‘5 [}gg] [ﬁg i] [;gg] ns. | 0046 | 0,001 | 0005 | <0001 |<0001
TCNI (¢/ng) [‘3‘3] [gg] [;gg] [ggg] ns. | 0,001 | <0,001| <0001 | <0001 | <0,001
STOM (c/ng) [ﬂé] [1711785] [5 ggz] [3 ‘5‘;8] 0.001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
ILIR2 (c/ng) [fgg] [29;‘27] [i ggg] [2 gég] <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
CD177 (c/ng) [g] [; ;gg] [‘9‘ ;‘gg] [}8 | ;g] 0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,002 | <0,001| 0,009
CHIT1 (c/ng) [g] [}g] [gg] [gg] ns. | 0,001 | <0,001| <0001 | <0001 | <0,001
MMP9 (c/ng) [ggf] [g ggg] [; égg] [}‘5‘ ggg] <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,001 | <0,001 | 0,026
MMP25 (c/ng) [%] [gg] [22‘1)] [232.‘] 0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,002 | <0001 | ns.
PCT (ng/mL) [8:83] [gzég] [ézgg] [;421:2491] <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001
PCR (mg/L) [;:gi] [};Z:gg] [%547;:5(7)] [%(3)}5)?] <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | ns.

Tabla 20. Niveles de los biomarcadores de granulopoyesis de emergencia y de fase aguda

a lo largo del espectro de gravedad.
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Figura 17. Diagrama de cajas representando los niveles de los biomarcadores de
granulopoyesis de emergencia en los distintos grupos de pacientes. El asterisco
representa la existencia de diferencias significativas con respecto al control sano. Las
lineas representan diferencias significativas entre los grupos de pacientes. Ln: logaritmo

neperiano; ARNm: ARN mensajero.
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-Disfuncidén endotelial v degranulacion del neutréfilo:

Como se puede apreciar en la tabla 21 y en los graficos de cajas de la Figura 18, hay una

tendencia generalizada de aumento de los niveles de los biomarcadores de dafio endotelial

y degranulacion del neutréfilo a lo largo del espectro de gravedad, salvo en el caso de la

SEL-E, MMP9 y MPO, siendo la MR-ProADM la que muestra una significaciéon mas

robusta a medida que aumenta la gravedad del paciente.

Controles < . Shock
Sanos Infeccién Sepsis S P P P D P P
) 1) ?2) 3) Ovs1) | (Ovs2) | (Ovs3) | (1vs2) | (1vs3) | (2vs3)
MR-ProADM 0,46 0,73 2,32 5,01
(nmol/L) [0.11] 0.66] [2.16] [4.44] <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,016
ANGPT1 33755 10 621 8 898 12 548
(pg/mL) [22 623] [11 941] [9 321] [14 264] 0,005 0,005 0,021 n.s. n.s. n.s
858 1 006 1241 1 868
ESM1 (pg/mL) [348] [522] 1 656] [1 904] n.s. n.s. 0,002 n.s. 0,005 n.s
ICAM-1 327374 428 988 540 875 635 785
(pg/mL) [127 446] | [368 494] [392 835] [330915] ns. | 00437 0021 1 ms. ) 0,005 ] ns
33762 41472 50 577 49 529
SEL-E (pg/mL) [13 322] 134 520] 58 245] 49 539] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s
SDC1 (pg/mL) :[38%19‘]‘ [? g} g] [g gg] [g ;‘7‘% ns. | 0,005 | 0,002 |<0001|<0001| ns
VCAM-1 898 138 1491 250 2 638 300 3412550
(pg/mL) [197691] | [1578423] | [2232050] | [1430300] | %048 | 0,005 1 0,002 1 <0001 <0001 7 ns
ANGPT2 3636 3296 8418 12 063
(pg/mL) [6 719] [4 140] [6 689] [14 661] n.s. n.s. n.s. <0,001 | <0,001 n.s
64218 26 376 32493 38 663
SEL-P (pg/mL) (17 822] (10 681] [12 373] [25 477] 0,005 0,005 0,002 0,039 n.s. n.s
7947 6584 9144 12214
THBD (pg/mL) [3 254] 3 627] 16 290] (11 893] n.s. 0,043 0,002 | <0,001 | 0,001 n.s
MMPS (pg/mL) [2 ﬁ;‘] [g %Z] [}(6) ;gg] ég ggg] ns. | ns. | 0,002 | <0001 | <0001 | <0,001
143 137 69 638 137 668 349 465
LTF (pg/mL) 1197 587] [133 645] 1210 631] 1578 538] n.s. n.s. n.s. 0,039 | <0,001 0,004
27 001 40 433 57 355 76 000
PRTN3 (pg/mL) [26 638] [32 985] 132 694] [11819] n.s. 0,043 0,002 0,002 | <0,001 | 0,004
75 706 83 571 200 834 437 898
LCN2 (pg/mL) [24713] 58 129] [161 095] (410 121] n.s. 0,005 0,002 | <0,001 | <0,001 | <0,001
90 675 162 389 151 520 95723
MMP9 (pg/mL) [77 230] [185 533] [178 528] 1152 227] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s
136 305 64 873 81790 127 514
MPO (pg/mL) 1197 837] [68 125] [70 588] 1313 150] n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s

Tabla 21. Niveles de los biomarcadores de daiio endotelial y degranulacion del neutrofilo

a lo largo del espectro de gravedad.
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Figura 18. Diagrama de cajas representando los niveles de los biomarcadores de dario
endotelial y degranulacion del neutrofilo en los distintos grupos de pacientes. El
asterisco representa la existencia de diferencias significativas con respecto al control
sano. Las lineas representan diferencias significativas entre los grupos de pacientes. Ln:

logaritmo neperiano: ARNm: ARN mensajero, Prot.: proteina.
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Analisis de regresion multivariante para evaluar el riesgo de sepsis vs infeccion en

funcion de los niveles de biomarcadores:

Mediante este analisis, se identificaron siete biomarcadores de dafio endotelial, dos de
degranulacion del neutréfilo y trece de granulopoyesis de emergencia como factores de
riesgo independiente de sepsis (Tabla 22). Las variables de ajuste seleccionadas para los
biomarcadores de expresion génica fueron: la edad, antecedentes de enfermedad
cardiovascular, inmunosupresion, hipertension, enfermedad respiratoria crénica,
enfermedad renal cronica, cirugia abdominal, otros tipos de cirugia, foco de infeccion
respiratorio y foco de infeccion abdominal. Las variables de ajuste seleccionadas para los
biomarcadores a nivel de proteina fueron: la edad, antecedentes de inmunosupresion,
hipertension, enfermedad respiratoria cronica, enfermedad renal crénica, cirugia urgente,
cirugia abdominal, otros tipos de cirugia, foco de infeccion respiratorio y foco de
infeccion abdominal. En la figura 19 se puede apreciar la fuerza de asociacion de cada

biomarcador con el desarrollo de sepsis a través de los valores del odds ratio.
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Analisis multivariante
OR [IC 95%] y)
MR-ProADM (nmol/L) Ln | 11,53 | 4,15 | 32,08 | <0,001
SDC1 (pg/ml) Ln 9,48 | 2,86 | 31,38 | <0,001
THBD (pg/ml) Ln 4,14 | 1,28 | 13,39 | 0,018
ANGPT?2 (pg/ml) Ln 3,70 | 1,80 | 7,59 | <0,001
ESM-1 (pg/ml) Ln 3,58 | 1,45 | 8,83 | 0,006
VCAM-1 (pg/ml) Ln 2,72 | 1,10 | 6,76 | 0,031
SEL-E (pg/ml) Ln 2,32 | 1,12 | 481 | 0,023
LCN2 (pg/ml) Ln 2,27 | 1,16 | 4,44 | 0,016
MMPS8 (pg/ml) Ln 1,90 | 1,23 | 2,96 | 0,004
PCT (ng/mL) Ln 1,83 | 1,41 | 2,37 | <0,001
CHIT1 (copias/ng) Ln 1,81 | 1,24 | 2,64 | 0,002
STOM (copias/ng) Ln 1,68 | 1,09 | 2,60 0,020
MMP?9 (copias/ng) Ln 1,67 | 1,14 | 2,44 0,008
IL1R2 (copias/ng) Ln 1,64 | 1,12 | 2,42 | 0,011
MMPS (copias/ng) Ln 1,64 | 1,23 | 2,19 0,001
LCN2 (copias/ng) Ln 1,62 | 1,23 | 2,15 0,001
TCNI1 (copias/ng) Ln 1,56 | 1,07 | 2,27 0,021
LTF (copias/ng) Ln 1,55 | 1,16 | 2,06 0,002
BPI (copias/ng) Ln 1,52 | 1,07 | 2,17 0,020
CD24 (copias/ng) Ln 1,51 | 1,05 | 2,17 0,026
PCR (mg/L) Ln 1,51 | 1,05 | 2,18 | 0,028
MMP25 (copias/ng) Ln 1,46 | 1,05 | 2,05 0,026
CD177 (copias/ng) Ln 1,31 | 1,05 | 1,65 | 0,020
OLFM4 (copias/ng) Ln 1,28 | 1,05 | 1,55 0,012

Tabla 22. Andlisis multivariante para evaluar riesgo de sepsis vs infeccion. Ln:

logaritmo neperiano
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Figura 19. Mapa de arbol representando de forma jerarquica los odds ratio derivados
del andlisis multivariante de riesgo de sepsis vs infeccion. ARNm: ARN mensajero, Prot.:

proteina.

Analisis de regresion multivariante para evaluar el riesgo de shock séptico vs sepsis

en funcion de los niveles de biomarcadores:

Este analisis identifico cuatro biomarcadores de dafio endotelial, seis de degranulacion
del neutrofilo y catorce de la granulopoyesis de emergencia como marcadores
independientes de shock séptico (Tabla 23). Las variables de ajuste seleccionadas para
los biomarcadores de expresion génica fueron: la edad, cirugia abdominal, foco de
infeccion abdominal, bacteriemia, otros focos de infeccion, presencia de
microorganismos Gram negativo y presencia de infeccion polimicrobiana. Las variables
de ajuste seleccionadas para los biomarcadores a nivel de proteina fueron: foco de
infeccion quirtrgico, bacteriemia, presencia de microorganismos Gram negativo y
presencia de infeccién polimicrobiana. En la figura 20, se puede observar el poder de
asociacion de cada biomarcador con el desarrollo de shock séptico en funcion de los

valores de odds ratio.
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Analisis multivariante
OR [IC 95%] y
PRTN3 (pg/ml) Ln 8,09 1,34 | 48,91 0,023
LCN2 (pg/ml) Ln 6,62 247 | 17,77 <0,001
SDC1(pg/ml) Ln 6,10 1,77 | 21,06 0,004
MR-ProADM (nmol/L) Ln 4,58 1,99 10,58 <0,001
THBD (pg/ml) Ln 4,52 1,42 | 14,34 0,011
IL18R1 (copias/ng) Ln 4,22 2,26 7,85 < 0,001
STOM (copias/ng) Ln 3,74 1,87 7,45 <0,001
IL1R2 (copias/ng) Ln 3,72 2,10 6,58 <0,001
ANGPT?2 (pg/ml) Ln 3,02 1,29 7,10 0,011
MMPS8 (pg/ml) Ln 2,97 1,55 5,67 0,001
MMP?9 (copias/ng) Ln 2,67 1,55 4,59 <0,001
LCN2 (copias/ng) Ln 2,45 1,71 3,50 <0,001
MMPS (copias/ng) Ln 2,43 1,74 3,38 <0,001
TCNI1 (copias/ng) Ln 2,36 1,62 3,44 <0,001
LTF (pg/ml) Ln 2,30 1,38 3,84 0,001
MPO (pg/ml) Ln 2,26 1,20 4,25 0,011
LTF (copias/ng) Ln 2,24 1,59 3,15 <0,001
BPI (copias/ng) Ln 2,23 1,49 3,36 <0,001
CD24 (copias/ng) Ln 2,15 1,47 3,16 <0,001
CHIT1 (copias/ng) Ln 2,01 1,42 2,83 <0,001
CD177 (copias/ng) Ln 1,97 1,30 2,99 0,001
OLFM4 (copias/ng) Ln 1,85 1,42 2,40 <0,001
CEACAMS (copias/ng) Ln 1,78 1,31 2,41 < 0,001
PCT (ng/ml) Ln 1,73 1,31 2,29 <0,001
MPO (copias/ng) Ln 1,36 1,02 1,81 0,038

Tabla 23. Analisis multivariante para evaluar riesgo de shock séptico vs sepsis. Ln:

logaritmo neperiano.
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Figura 20. Mapa de arbol representando de forma jerarquica los odds ratio derivados
del analisis multivariante de riesgo de shock séptico vs sepsis. ARNm: ARN mensajero;

Prot.: proteina

En la siguiente figura (Figura 21) se puede ver representada la asociacion de cada
biomarcador, en las comparaciones sepsis vs infeccion y shock séptico vs sepsis, a través

del odds ratio de cada biomarcador.
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Figura 21. Histogramas representando de forma simultanea el odds ratio de los
biomarcadores seleccionados por el analisis multivariante en cada comparacion (sepsis

vs infeccion y shock séptico vs sepsis). ARNm: ARN mensajero, Prot.: proteina.
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Analisis de area bajo la curva (ABC) para evaluar la sensibilidad v especificidad de

los biomarcadores:

En este andlisis, la MR-ProADM fue el mejor biomarcador para distinguir sepsis de
infeccion, mientras que la lipocalina-2 fue el mejor biomarcador para diferenciar shock
séptico de sepsis, obteniendo ambos los mejores balances entre sensibilidad y

especificidad en cada comparacion (figura 22).
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MR-ProADM 0,86 | 0,80 | 0,91 | <0,001 | 1,165 | 84,6 | 76,0 LeN2 0,81 | 0,73 | 0,90 | <0,001 | 246346 | 80,0 | 70,5
(nmol/L) (prot,pg/ml)

Figura 22. Andlisis de area bajo la curva para evaluar la fiabilidad de la MR-ProADM
v la lipocalina 2 para diferenciar entre sepsis e infeccion o entre shock séptico y sepsis,

respectivamente.
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PRONOSTICO DE MORTALIDAD EN LA INFECCION

CON FALLO DE ORGANO.

Caracteristicas clinicas de los pacientes:

En esta ocasion, se han empleado los mismos pacientes de la cohorte II, pero eliminando
aquellos pacientes con infeccidon y una puntuacion de 0 en la escala SOFA. Asi, contamos
con pacientes con infeccion y fallo de 6rgano en todos los casos. Posteriormente, se les

agrupo en funcion de la mortalidad.

El grupo de pacientes fallecidos presenté mayor edad que el grupo de supervivientes. En
cuanto a la composicion de género, los dos grupos fueron similares. El perfil de
comorbilidades es similar en los dos grupos, con la excepcion de la diabetes mellitus, que

fue mas frecuente en el grupo de no supervivientes (Tabla 24).

Supervivientes (1) [ No Supervivientes (2) | p valor
(n=150) (n=29) (1vs2)
Edad [afios, mediana (IQR)] 70 [21] 76 [13] 0,007
Caracteristicas
Hombres [%, (n)] 59,3 (89) 65,5 (19) n.s.
Enfermedad,ca'rdlovascular 28,0 (42) 414 (12) n.s.
cronica
Enfermedad respiratoria crénica 10,7 (16) 10,3 (3) n.s.
Hipertension 48,0 (72) 55,2 (16) n.s.
Comorbilidades, [% (n)] Enfermedad renal crénica 8,7 (13) 17,2 (5) n.s
Enfermedad hepatica crénica 2,7 (4) 0(0) n.s.
Diabetes mellitus 18 (27) 448 (13) 0,001
Cancer 20 (30) 20,7 (6) n.s.
Inmunosupresion 12 (18) 13,8 (4) n.s

Tabla 24. Caracteristicas clinicas de los pacientes de la cohorte Il. Variables continuas
representadas en mediana, (rango intercuartil, IQR); variables categoricas

representadas en %,(n); n.s: no significativo.
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Los pacientes de ambos grupos fueron similares en términos de tipo de cirugia, foco de

la infeccion y hallazgos microbiologicos (Tabla 25).

Supervivientes (1) | No Supervivientes (2) | p valor
(n=150) (n=29) (1vs2)
Cirugia urgente 77,3 (116) 75,9 (22) n.s.
Abdominal 58 (87) 41,4 (12) n.s.
Cardio-toracica 14 (21) 24,1 (7) n.s.
Tipo de cirugia, [% (n)]
Vascular 1,3(2) 6,9 (2) n.s.
Urolégica/Renal 0,7 (1) 0(0) n.s.
Otras 8(12) 6,9 (2) n.s.
Tracto respiratorio 15,3 (23) 31,0 (9) n.s.
Abdomen 44 (66) 41,4 (12) n.s.
Tracto urinario 6(9) 34(1) n.s.
Origen de la infeccion, : . s
[% ()] Herida quirurgica 20 (30) 17,2 (5) -S.
Bacteriemia 10 (15) 10,3 (3) n.s.
Otros 15,3 (23) 6,9 (2) n.s.
Cultivo positivo 58,7 (88) 69 (20) n.s.
Gram + 33,3 (50) 24,1 (7) n.s.
Microbiologia, [% (n)]
Gram - 38,7 (58) 51,7 (15) n.s.
Hongos 9,3 (14) 13,8 (4) n.s.

Tabla 25. Caracteristicas de los pacientes de la cohorte II. Variables continuas
representadas en mediana, (rango intercuartil, IQR); variables categoricas

representadas en %,(n); n.s: no significativo.

Los pacientes que no sobrevivieron presentaron con mayor frecuencia shock séptico,
mientras que los pacientes supervivientes presentaron mas frecuentemente sepsis. Los
pacientes fallecidos permanecieron mas dias ingresados en la UCI que los pacientes
supervivientes. Como cabria esperar, los fallecidos mostraron mayor grado de disfuncion
organica, representado por la escala SOFA. Las alteraciones en la coagulacion fueron mas
notorias en aquellos pacientes no supervivientes, que mostraron un INR mas prolongado
y menor contaje de plaquetas. En contraste, este grupo de pacientes mostré contajes de

linfocitos y monocitos mas bajos (Tabla 26).
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Supervivientes (1) | No Supervivientes (2) | p valor
(n=150) (n=29) Avs2)
e 1929 05
Evolucién y pronéstico [ diaEss, tz:lec(;?a:; FI((:)IR)] 3[6] 12 [18] <0,001
Sepsis, [% (n)] 58,7 (88) 24,1 (7) 0,001
Shock séptico, [% (n)] 23,3 (35) 75,9 (22) <0,001
Escala SOFA 5[6] 9[3] <0,001
Bilirrubina total (mg/dl) 0,80 [1,17] 1[1,01] ns.
Glucosa (mg/dl) 156,5 [64] 149 [117] n.s
Na (mmol/L) 138 [6,5] 137,7 [9,55] n.s
K (mmol/L) 4[1,1] 3,80,93] n.s
Plaquetas (cell/mm3) 191000 [163750] 115000 [153500] 0,032
INR 1,27 [0,27] 1,34 [0,72] 0,032
Medidas al diagnéstico, Albiimina (mg/dl) 2555 [1127,5] 2350 [1130] n.s
[mediana (IQR)]
Lactato (mmol/L) 1,8 [1,33] 2,96 [2,86] <0,001
Leucocitos (céls/mm3) 14775 [8723] 12920 [13145] n.s
Linfocitos (céls/mm3) 906,82 [857,56] 570,18 [691,03] 0,030
Monocitos (céls/mm3) 631 [688,95] 383 [549,44] 0,027
Neutrofilos (céls/mm3) 12569,5 [8131,75] 11262 [11755] n.s
Eosinoéfilos (céls/mm3) 17,37 [53,09] 13,29 [40,37] n.s
Baséfilos (céls/mm3) 24,46 [42,78] 26,58 [46,79] n.s

Tabla 26. Caracteristicas de los pacientes de la cohorte II. Variables continuas

10R);

representadas en %,(n); UCI: unidad de cuidados criticos; INR, ratio internacional

representadas en mediana, (rango intercuartil, variables categoricas

normalizado n.s: no significativo.

Niveles de expresion de los genes de la granulopovesis de emergencia entre los

diferentes grupos:

Como se puede apreciar en la siguiente tabla, los niveles de todos los genes de la
granulopoyesis de emergencia fueron mas elevados en los grupos de supervivientes y no
supervivientes con respecto a los controles sanos. Ademas, se observa que los niveles de
todos los genes de la granulopoyesis de emergencia, salvo DEFA4, MMP9 y MMP25,
estan mas elevados en el grupo de no supervivientes en comparacion con el grupo de
supervivientes (Tabla 27). Esto apoyaria que la expresion elevada de genes de la
granulopoyesis se asocia con una mayor gravedad y un peor prondstico en la infeccion

con fallo de 6rgano.
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Controles Supervivientes supersli:ien tes D D D
Sanos (0) a) @) Ovs1) |[(Ovs2)| (1vs2)
MMPS (c/ng) 18[53] 1144 [6478] | 5376[17772] | <0,001 |<0,001| 0,001
LTF (c/ng) 38 [169] 590[2025] | 2844[3354] | <0,001 | <0,001 | <0,001
PRTN3 (c/ng) 3 4] 30 [99] 124[338] | <0,001 |<0,001| 0,001
LCN2 (c/ng) 173 [354] 1764 [9244] | 10208 [22588] | <0,001 | <0,001 | <0,001
OLFM4 (c/ng) 11[15] 195[1451] | 1488[2566] | <0,001 |<0,001|<0,001
ELANE (c/ng) 10 [10] 62 [121] 174[519] | <0,001 |<0,001]| 0,007
MPO (c/ng) 14[12] 43104] 114[265] | <0,001 |<0,001]| 0,006
CTSG (c/ng) 15[17] 36 [100] 123[386] | 0,006 | 0,001 | 0,015
AZUI (¢/ng) 9[6] 33 [95] 96[204] | <0,001 |<0,001]| 0,008
DEFA4 (c/ng) 74 [112] 214 [612] 352[1658] | 0011 | 0,002 | ns.
BPI (c/ng) 48 [75] 304[565] | 1028 [1074] | <0,001 |<0,001 | <0,001
IL18R1 (c/ng) 85 [21] 446 [710] 984[708] | <0,001 | <0,001| 0,001
CE(‘zfl‘;‘)Ms 23 [69] 105 [355] 324[655] | <0,001 | <0,001 |<0,001
(DAL 8 [13] 26 [82] 89 [213] 0.001 | <0,001| 0,005
(c/ng)
CD24 (c/ng) 114 [77] 226 [544] 656[770] | <0,001 | <0,001 | <0,001
TCNI1 (c/ng) 49 [32] 171 [467] 688[900] | <0,001 | <0,001 |<0,001
STOM (c/ng) 372 [118] 1802 [2546] | 3516[2548] | <0,001 |<0,001|<0,001
ILIR2 (c/ng) 326 [195] 2990 [6689] | 8244[6832] | <0,001 |<0,001|<0,001
CD177 (¢/ng) 15 [27] 5010 [8832] | 10680 [10616] | <0,001 | <0,001 | 0,004
CHITI (c/ng) 8 [7] 40,8 [135] 108 [144] | <0,001 |<0,001]| 0,002
MMP9 (c/ng) 662[681] | 8012[11420] | 11000 [12628] | <0,001 | <0,001| n.s.
MMP25 (c/ng) 37 [25] 339[722] #36[451] | <0,001 |<0,001| ns.

Tabla 27. Niveles de expresion de los genes de la granulopoyesis de emergencia en los

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

Niveles de expresion de genes de la granulopovesis de emergencia para prediccion

de mortalidad:

Como se puede observar en la siguiente tabla (Tabla 28), mediante un anélisis de area
bajo la curva, se seleccionaron once genes con un area bajo la curva de al menos 0,7. Se
calcularon los puntos de corte (OOP) para cada uno de estos genes con el proposito de
combinarlos en forma de una escala aditiva (EGEX) para predecir mortalidad

hospitalaria.
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ABC mortalidad hospitalaria

ABC | [IC95%] | p ooP (f/:) (f/:)
BPI (c/ng) 0,77 0,68 | 0,85 | <0,001 598 72,4 | 72,7
TCNI1 (¢/ng) 0,76 0,68 | 0,84 | <0,001 358 79,3 | 68,0
CD24 (c/ng) 0,75 0,68 | 0,82 | <0,001 342 82,8 | 64,4
CEACAMS (c/ng) 0,74 0,66 | 0,81 | <0,001 203 86,2 | 62,7
LCN2 (¢/ng) 0,73 0,65 | 0,82 | <0,001 3314 82,8 | 59,1
IL1R2 (¢/ng) 0,72 0,63 | 0,81 | <0,001 6996 69,0 | 73,3
LTF (c/ng) 0,71 0,62 | 0,81 | <0,001 1500 75,9 | 70,0
OLFM4 (c/ng) 0,71 0,61 | 0,80 | <0,001 840 72,4 | 68,7
STOM (c/ng) 0,71 0,61 | 0,80 | <0,001 2688 69,0 | 65,3
MMPS8 (c/ng) 0,70 0,60 | 0,80 | 0,001 2240 79,3 | 62,0
PRTN3 (c/ng) 0,70 0,61 (0,79 | 0,001 94,2 62,1 | 73,3

Tabla 28. Areas bajo la curva de los genes de la granulopoyesis de emergencia para

prediccion de mortalidad. OOP: punto de corte; Se: sensibilidad; Es: especificidad.

En la Figura 23, se muestra un nuevo analisis de area bajo la curva, mediante el cual, se
comprobd que la capacidad de la escala EGEX para predecir mortalidad era muy similar
a la de la escala SOFA, como se puede apreciar por la ausencia de significacion en el test

de Hanley & McNeil.
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— EGEX

..... SOFA
Linea de referencia

Sensibilidad

T T
0,0 02 04 06 08 1,0
1- Especificidad

EGEX 0,82 0,75 0,88 < 0,001

n.s.

SOFA 0,84 0,78 0,90 < 0,001

Figura 23. Area bajo la curva de la escala EGEX para evaluar su capacidad de

prediccion en comparacion con la de la escala SOFA (cohorte de derivacion).

Como se comento previamente en los datos reflejados en la tabla 27, se puede apreciar en
los diagramas de caja que se muestran a continuacion que tanto la escala EGEX (Figura
24) como los once genes que conforman la misma (Figuras 25 y 26) mostraron niveles
mas elevados de forma significativa tanto entre el grupo de no supervivientes con respecto

al grupo de supervivientes, como entre ambos grupos y el grupo de controles sanos.
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Figura 24. Diagrama de cajas representando los niveles de la escala EGEX. Los
asteriscos representan diferencias significativas con respecto al control sano y las lineas

diferencias significativas entre el grupo de supervivientes y no supervivientes.
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Figura 25. Diagrama de cajas representando los niveles de los genes que conforman la
escala EGEX. Los asteriscos representan diferencias significativas con respecto al
control sano y las lineas diferencias significativas entre el grupo de supervivientes y no

supervivientes.
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Figura 26. Diagrama de cajas representando los niveles de los genes que conforman la
escala EGEX. Los asteriscos representan diferencias significativas con respecto al
control sano y las lineas diferencias significativas entre el grupo de supervivientes y no

supervivientes.
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Analisis de regresion multivariante para evaluar el riesgo de mortalidad en funcion

de los niveles de EGEX:

En el analisis de regresion multivariante para evaluar riesgo de mortalidad hospitalaria

(tabla 29) se puede objetivar que la escala EGEX es un marcador independiente de riesgo

de mortalidad en pacientes con infeccion y fallo de 6rgano. Asimismo, se calcul6 el OOP

de la escala EGEX, que result6 ser de 8 puntos. Se puede apreciar en este mismo analisis

que aquellos pacientes que mostraban mas de 8 puntos en la escala EGEX tenian un riesgo

cuatro veces superior de mortalidad.

Analisis multivariante

Analisis multivariante para el OOP

OR [IC 95%] » OR [IC 95%] »

Edad 1,06 0,99 1,13 0,104 | 105 | 098 | L1l | 0,170
Diabetes mellitus | 2,18 0,68 694 | 0190 | 232 | 072 | 750 | 0,159
Cirugia abdominal 1,94 0,51 7,38 0,334 1,83 0,48 7,05 0,378
Cirugia vascular 4.8 027 | 6693 | 0300 | 419 | 025 | 7059 | 0,320
f::p“ii;i:fsccm“ 3,25 084 | 12,59 | 0,08 | 345 | 088 | 13,54 | 0,076
PCT (ng/mL) Ln 134 0,95 1,90 | 0098 | 1,38 | 097 | 1,9 | 0076
SOFA 125 0,99 1,60 | 0066 | 123 | 096 | 157 | 0,098
Shock Séptico 231 0,63 842 | 0205 | 266 | 073 | 970 | 0,139
EGEX 122 1,03 144 | 0022 - - - -

OOP EGEX (>8) - - - - 402 | 127 | 127 | 0018

Tabla 29. Analisis multivariante para evaluar el riesgo de mortalidad. Ln: logaritmo

neperiano; OOP: punto de corte.
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Validacion de estos resultados mediante datos de microarrays:

Se ha empleado una cohorte de 72 pacientes con infeccion y fallo de 6rgano para validar

estos resultados. En dicha cohorte se han utilizado los niveles de expresion de los genes

que forman la escala EGEX para construir la misma escala, pero en esta ocasion

utilizando datos de microarrays de un estudio previo (Estudio EXPRESS) #. Como se

puede apreciar en la Figura 27, al igual que lo observado previamente mediante PCR

digital, los datos de microarrays también confirmaron que la escala EGEX predice

mortalidad hospitalaria con la misma precision que la escala SOFA.

Sensibilidad

— EGEX
----- SOFA
Linea de referencia

EGEX

0,76

0,64

02 04
1- Especificidad

T
06

0,87

08 1,0

< 0,001

SOFA

0,76

0,64

0,87

n.s.

< 0,001

Figura 27. Area bajo la curva de la escala EGEX para evaluar su capacidad de

prediccion en comparacion con la de la escala SOFA (cohorte de validacion).
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VIl. DISCUSION
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A lo largo de esta tesis doctoral se ha descrito que la sepsis es una patologia en la que el
diagnostico precoz es esencial para poder realizar un tratamiento exitoso y mejorar la

evolucion y prondstico de los pacientes.

Esto es particularmente dificil en el caso de la sepsis quirtrgica, en la que algunos
sintomas pueden verse enmascarados por la propia cirugia o por el manejo postquirargico.
En este contexto, parece clave contar con todas las herramientas posibles para solventar
estas adversidades. En este sentido, los biomarcadores pueden jugar un papel clave a la
hora de aportar informacion a los clinicos que les ayude en el momento del diagndstico

de esta patologia, en la toma de decisiones terapéuticas, etc.

Durante la sepsis se promueve un estado proinflamatorio, prooxidativo y procoagulador
en los vasos sanguineos, favoreciendo la aparicion de alteraciones en el tono vasomotor,
la activacion de plaquetas y la adhesion leucocitaria al endotelio y la transmigracion™.
Por tanto, emplear una estrategia multimarcador, podria ser una herramienta de gran

utilidad para valorar los diferentes aspectos que caracterizan esta patologia.

En la sepsis se ha observado la existencia de una desregulacion en la funcion del
neutrdfilo, desembocando en una alteracion de la migracion dirigida de los neutrofilos al
foco de infeccion, donde se produce una respuesta antimicrobiana inadecuada’.
También, se han descrito alteraciones cuantitativas del neutrdfilo en las formas graves de

sepsis.

Una pérdida del balance entre formas maduras e inmaduras puede provocar respuestas
ineficaces de los neutréfilos durante la sepsis’. Se ha descrito la asociacion entre la
presencia de un mayor nimero de formas inmaduras del neutr6filo en sangre de pacientes
sépticos y mal pronostico’®. Estas formas inmaduras del neutrofilo contienen proteasas,
que contribuyen a la proteccion del huésped contra los patégenos invasores, mediada por

el sistema independiente del oxigeno del neutr6filo®. Estas proteasas son eficaces en su
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tarea de destruir patdgenos, pero también pueden ocasionar dafio celular y tisular®! 82,

pudiendo provocar la pérdida de la integridad de la barrera endotelial®?. En este contexto,
se ha relacionado la presencia de altos niveles de expresion de marcadores del neutréfilo
inmaduro como la elastasa, la mieloperoxidasa y la catepsina G con un mayor fallo de

6rgano y mortalidad®3.

Las evidencias presentes en la literatura revelan que la sepsis y sus factores de riesgo
(envejecimiento y enfermedades cronicas) comparten huellas de disfuncién endotelial,
caracterizadas por la pérdida del equilibrio firmemente regulado del endotelio y por la
activacion sostenida de células endoteliales. Por tanto, el envejecimiento y la disfunciéon
endotelial cronica contribuyen a generar un grado basal de fallo de 6rgano. Esto abre las
puertas a un escenario de “fragilidad endotelial” que precede al desarrollo de la sepsis.
La presencia de disfuncion endotelial previa puede representar un factor predisponente
para el desarrollo de nueva disfuncion endotelial cuando el paciente sufre una infeccion,
un fenomeno de “Disfuncion endotelial aguda sobre cronica”, contribuyendo a desarrollar

nueva disfuncion orgénica en estos pacientes, o lo que es lo mismo, sepsis®.

En base a lo previamente descrito, parece plausible pensar que monitorizar la disfuncién
endotelial puede ser de gran ayuda a la hora de predecir o detectar sepsis cuando un
individuo de edad avanzada y con comorbilidades presenta signos de infecciéon. Se han

evaluado numerosos biomarcadores de disfuncién endotelial!37 138 139 140

, incluyendo
como marcadores mas relevantes aquellos de activacion de células endoteliales
(Angiopoyetina 2!%, Endocan'#!), marcadores de degradacion del glicocalix (Sindecan 1,
acido hialurénico, heparansulfato, condroitinsulfato!#?), péptidos vasoactivos (MR-
ProADM'#), moléculas de adhesion celular (Selectinas'?®, ICAM1 y VCAMI'),
inhibidores de la coagulacion (THBD) 3%, moléculas con actividad vasoconstrictora y

vasopresora (Endotelina'?®), entre otros.

Esta tesis pretende poner de manifesto cudl es el papel que juegan los biomarcadores del
neutroéfilo y de dafio endotelial en el diagndstico, estratificacion de gravedad y prondstico
de mortalidad en la infeccion, en el contexto de pacientes quirdrgicos, utilizando
aproximaciones tanto transcriptomicas mediante PCR de ultima generacion como

protedmicas mediante tecnologia multiplex.
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UTILIDAD DE LA PCR DIGITAL:

Uno de los puntos fuertes de este trabajo, es la utilizacién de una tecnologia novedosa
como es la PCR de tercera generacion, la PCR digital (ddPCR), para la cuantificacion de
expresion génica en sepsis. Ademas, para este trabajo se desarrolld un nuevo método para
reportar los resultados obtenidos de la cuantificacion de la expresion génica, el cual
consistioé en referir los mismos como copias de ADNc por nanogramo de ARNm de

partida. Esto permitié obviar la utilizacion de genes de referencia.

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

A lahora de identificar potenciales biomarcadores en sepsis, las técnicas de cuantificacion
de la expresion génica mas ampliamente utilizadas han sido los microarrays®? 144 0 la PCR
de segunda generacion, la PCR en tiempo real'®. Sin embargo, el empleo de la PCR

digital para este fin es algo novedoso.

La PCR en tiempo real es una tecnologia que requiere de la utilizaciéon de un gen de
referencia, a partir del cual se elabora una curva patrén, lo que en numerosas ocasiones
puede ocasionar problemas en la estandarizacion. Es una técnica que ofrece una medicion

de tipo semicuantitativo.

La PCR digital, por su parte, ofrece una cuantificacion de ARNm absoluta en un tiempo
inferior a las cuatro horas y con un coste de aproximadamente veintiséis euros por
determinacion. En contraste con la PCR en tiempo real, la PCR digital no requiere de la
utilizacion de curvas patron, por lo que evita problemas existentes con otras generaciones
anteriores de PCR!3>, Es una técnica exacta, rapida y facilmente reproducible, por lo que

parece una buena opciodn de cara a la aplicacion clinica.

A diferencia de otras estrategias, la cuantificacion de expresion génica por PCR digital es
mas facil de estandarizar, por ejemplo, para la deteccion de precursores inmaduros del
granulocito en sangre. En este contexto se emplean técnicas basadas en la evaluacion por

parte de un hematologo de la morfologia y caracteristicas de las células en un frotis de
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sangre. En otros casos, se puede emplear la citometria de flujo, cuya desventaja principal
es la necesidad de preservar las células vivas para poder medir la unidon de anticuerpos a
la superficie de la célula. La PCR digital, sin embargo, no es esclava del tiempo, puesto
que permite analizar la muestra tras haberla congelado en un tubo PaxGene, incluso meses

después, siendo la cuantificacion de la expresion génica igualmente facil de estandarizar.

Existen ya antecedentes del uso de la PCR digital en otras patologias!*®. Destaca, por
ejemplo, su uso en la leucemia para la deteccion de moléculas tumorales en las muestras

147 o de enfermedad minima residual tras la realizacion del trasplante de médula

biologicas
6sea. Sin embargo, en el caso de la sepsis apenas existen estudios en los que se emplee
esta técnica. En este trabajo se remarca, ademads, su potencial aplicacion en la clinica, ya
que, no so6lo se propone su utilizacion para deteccion o diagnostico sino que se brinda la
posibilidad de emplearla también tanto en el seguimiento y evolucion de los pacientes

como en el prondstico.
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DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE SEPSIS:

En cuanto al diagnostico de sepsis, la elevacion de los niveles de expresion de genes que
codifican proteinas de degranulacion del neutrofilo se ha postulado como una huella de
sepsis. Los hallazgos encontrados en este trabajo confirman resultados previos de
diversos estudios. Asi, en un estudio de microarrays (estudio EXPRESS) se identificaron,
entre otros, los principales genes relacionados con las proteasas del neutréfilo y cuyos
niveles de expresion se veian elevados en los pacientes con sepsis en comparacion con el

grupo de pacientes no infectados®’.

En coherencia con esto, este trabajo ha demostrado que la cuantificacion en sangre de la
expresion de genes que codifican proteinas de degranulacion del neutréfilo mediante PCR
digital mejora la capacidad de la Procalcitonina (PCT) a la hora de diagnosticar sepsis en
el paciente quirtrgico, siendo ésta el biomarcador mas ampliamente utilizado para
detectar la presencia de sepsis bacteriana, la forma mas comun de sepsis en el paciente
quirargico'?7 148,

En esta tesis se han evaluado ARNm correspondientes a genes que codifican proteasas
del neutrofilo. Estas proteasas participan en la proteccion del huésped contra patogenos,
mediada por el sistema independiente de oxigeno del neutrofilo®’. A pesar de ser muy
eficaces en su capacidad de destruir patdogenos, también son capaces de inducir dafio
celular y tisular®! 82, En este sentido, Fox et al han mostrado que los neutrofilos
procedentes de pacientes con sepsis median una profunda pérdida de la integridad de la
barrera endotelial®>. Ademaés, las proteasas serina del neutréfilo junto con los
nucleosomas externalizados, promueven la formacion de trombos en el interior de los

vasos sanguineos®, contribuyendo de forma importante a la fisiopatologia de la

coagulacion intravascular diseminada (CID) en la sepsis.

En este trabajo se puede observar como los niveles de expresion de MMPS, LCN2,
OLFM4, LTF, PRTN3 y MPO aumentaban en los pacientes con sepsis y de forma paralela
al aumento de la gravedad de los mismos. Estos niveles de expresion demostraron

asociarse de forma significativa con la presencia de sepsis. Sin embargo, de todo ellos,
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los genes que demostraron tener mejor capacidad que la PCT para diferenciar sepsis,
superando un area bajo la curva de 0,80 fueron MMP8, LCN2, OLFM4 y LTF, siendo
MMP8 y LCN2 los genes que presentaron un mejor balance entre sensibilidad y

especificidad y una mayor asociacion con la presencia de sepsis.

En consonancia con estos resultados, existe literatura al respecto que apoya los mismos.
En un analisis de microarrays de Shen et al, MMPS fue el gen que mejor distinguia entre
presencia/ausencia de sepsis de entre todos los genes sobre-expresados en pacientes con
traumatismo'#4*. Yazdan-Ashoori ef al demostraron que los niveles de la proteina MMPS8
aumentaban en pacientes con sepsis grave!*., MMP8 forma parte de PERSEVERE
(Modelo de Riesgo de Biomarcadores en Sepsis Pediatrica), un modelo de riesgo para
estimar la probabilidad de mortalidad en nifios con shock séptico!>. Solan er al
identificaron a MMPS8 como un novedoso modulador de la inflamacion durante la sepsis
y como una potencial diana terapéutica en esta enfermedad!®!. Kangelaris et al
evidenciaron la presencia de una sobreexpresion de MMP8 y OLFM4 en pacientes con
distrés respiratorio inducido por sepsis!>2. MMP8, OLFM4 y PRTN3 forman parte de una
huella de expresion de ARNm de veintitin genes con capacidad predictiva de fallo renal
agudo por sepsis'>?. Alder et al han demostrado que la OLFM4 es un marcador candidato

de un subtipo de neutréfilos patogénicos en el shock séptico!>*.

Wang et al demostraron que los niveles de la proteina LCN2 en plasma eran una valiosa
herramienta para el diagnostico precoz de la sepsis en Urgencias!>. En un reciente meta-
andlisis, Zhang et al evidenciaron que la LCN2 es un factor predictivo eficaz de dafio
renal agudo durante la sepsis, mostrando un potencial valor en la prediccion de
mortalidad!®. En otro estudio empleando microarrays, Parnell ef al descubrieron que la

sobre-expresion de MPO y LTF era una huella caracteristica de la sepsis'™’.

Una fortaleza de este trabajo es que los resultados obtenidos con los genes de las proteasas
del neutréfilo para el diagndstico de sepsis se han confirmado tanto por andlisis de area
bajo la curva como a través de un robusto analisis multivariante, incluyendo variables
representativas del grado de fallo de organo, de la inflamacion basal, la edad y las
comorbilidades. Ademas, este estudio es pionero en poner en valor la cuantificacion de
ARNmMm por PCR digital para la deteccion de pacientes con sepsis. La PCR a tiempo real

o los microarrays son estrategias ampliamente utilizadas para identificar la presencia de
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sepsis® 144 145 157 Sin embargo, el empleo de la PCR digital para evaluar la presencia de
sepsis en el paciente quirtirgico, obteniendo puntos de corte de los genes evaluados, es
algo totalmente novedoso y que puede ser de gran utilidad, ya que, la obtencion de
resultados de cuantificacion de ARNm mediante esta técnica se produce en menos de

cuatro horas, con un coste medio de 30 USD por determinacion.

En resumen, estos resultados elucidan que la cuantificacion de la expresion génica de
genes que codifican proteinas de degranulacion del neutrdfilo por PCR digital es una
estrategia prometedora para mejorar el diagndstico de sepsis en el paciente quirdrgico.
MMP8 y LCN2 representan dos potenciales biomarcadores para el diagnostico de sepsis,

habiendo mejorado la capacidad de la procalcitonina para este fin.

En base a estos resultados, se decidid evaluar en todo el espectro de gravedad de la
infeccion (infeccidn, sepsis y shock séptico) y en el pronostico de mortalidad el papel del
neutrofilo, a través de la cuantificacion de genes que codifican proteinas de degranulacion
del neutréfilo y que son representativos de la granulopoyesis de emergencia y de las
proteasas del neutrdfilo a nivel de proteina, asi como de dafio endotelial a través de la

cuantificacion de proteinas representativas del mismo.
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ESTRATIFICACION DE GRAVEDAD:

Esta tesis ha puesto de manifiesto la existencia de una asociacion entre un panel de siete
biomarcadores relacionados con la disfuncién endotelial [Fragmento Medio de la
Proadrenomedulina (MR-ProADM), Sindecan 1 (SDC1), Trombomodulina (THBD),
Angiopoyetina 2 (ANGPT2), Endocan (ESM1), Molécula de Adhesion Celular Vascular
1 (VCAM-1) y Selectina E (SEL-E)] y la presencia de sepsis en pacientes con infeccion.
Este hecho sugiere que la induccion de dafio endotelial es un evento temprano en el

desarrollo de disfuncion orgéanica.

Los biomarcadores que mostraron una mayor fuerza de asociacion con la presencia de
sepsis fueron SDC1 y MR-ProADM. SDC1 es un glucosaminoglucano desprendido del
glicocalix durante la sepsis, y sus niveles en plasma correlacionan con la escala SOFA!®
159 En este trabajo, fue la MR-ProADM la que demostré ser el biomarcador de dafio
endotelial con la asociacion mas fuerte y el mejor balance sensibilidad-especificidad para
la deteccion de sepsis, con un area bajo la curva de 0,86. La Adrenomedulina, que se
secreta desde diferentes organos y tejidos, incluidas las células endoteliales vasculares,
regula el tono vascular y la permeabilidad endotelial'!>. MR-ProADM, que es el
fragmento medio de la proadrenomedulina, es mas estable y refleja de forma directa los
niveles de adrenomedulina activa, péptido que se degrada rapidamente!'®°. Cada vez hay
mas evidencias del valor de la MR-ProADM como marcador de gravedad en pacientes
con infeccion!'!” y como predictor de fallo de 6rgano en pacientes con neumonia adquirida

en la comunidad !'8,

En la comparacion entre sepsis y shock séptico, el nimero de biomarcadores de dafio
endotelial independientemente asociados a shock séptico cayd a cuatro (SDC1, MR-
ProADM, THBD y ANGPT2). Sin embargo, seis biomarcadores involucrados en la
degranulacion del neutréfilo demostraron una asociacion independiente con el shock
séptico: Proteinasa 3 (una serin proteasa), Lipocalina 2 (una gelatinasa del neutroéfilo),
Receptor tipo 1 de la Interleukina 18 (un inductor de la degranulacion del neutrofilo)'®!,
Metaloproteinasa 8 (una colagenasa del neutréfilo), Lactoferrina (una importante proteina

de unién a hierro) y Mieloperoxidasa (una proteina hemo). Sélo dos de estos
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biomarcadores (Lipocalina 2 y Metaloproteinasa 8) mostraron ser relevantes para
diferenciar la sepsis de la infeccion, sugiriendo un papel importante de la degranulacion
del neutréfilo en la patogénesis del shock séptico. Las proteinas liberadas por el neutréfilo

podrian estar mediando efectos antibacterianos!®? 163 164 165 166

y podrian participar en la
remodelacion tisular!®’, atenuacion de la inflamacion'® y prevencion de efectos
deletéreos de las NETs!'®® (trampas extracelulares del neutrofilo). Sin embargo, la
presencia de altos niveles intravasculares de proteinas degranuladas por el neutrofilo

podria inducir una mayor protedlisis!’’, mayor dafio endotelial y disfuncion de 6rgano!”!
172 173 174 151

La Proteinasa 3 y la Lipocalina 2 han mostrado las asociaciones mas fuertes con la
presencia de shock séptico. La degranulacion del neutréfilo puede ocasionar una mayor
permeabilidad endotelial a través de un mecanismo que, en parte, involucra la accion de
la Proteinasa 3'3. Un modelo de biomarcadores que contiene la Proteinasa 3 es capaz de
predecir el riesgo de fallo renal agudo derivado de la sepsis en pacientes con shock
séptico!’®. En nuestro trabajo, es la Lipocalina 2 la que muestra un mejor balance
sensibilidad-especificidad para la deteccion de shock séptico. La Lipocalina 2 se ha
utilizado en los servicios de urgencias hospitalarias para estratificacion de riesgo,
diagndstico temprano y prondstico en sepsis !> 177, Esta proteina se asocia con mortalidad
y con el sindrome de disfuncion multiorganica en pacientes con sepsis grave y shock
178

séptico'’°. Ademas, la Lipocalina 2 ha sido propuesta como un predictor relativamente

robusto para mortalidad a 28 dias en sepsis grave!”.

Esta tesis ha dado a conocer que la granulopoyesis de emergencia es una huella
preservada tanto de sepsis como de shock séptico, aunque en mayor grado en el shock
séptico. Esto va en consonancia con lo hallado en un estudio previo'®’, en el que se
demostraba que en la sepsis, una mayor presencia de granulocitos inmaduros esta

relacionada con el deterioro clinico de los pacientes.

En cuanto a los biomarcadores de fase aguda, la Procalcitonina demostré modestas
asociaciones con el riesgo de sepsis y shock séptico mientras que la Proteina C reactiva
mostr6 una débil relacion con el riesgo de sepsis. Esto indica que ni la Procalcitonina ni
la Proteina C reactiva son adecuadas para la estratificacion de gravedad en pacientes con

infeccion.
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Evaluar niveles en plasma de MR-ProADM vy Lipocalina 2 podria contribuir a la
estratificacion de la gravedad en la infeccion, especialmente en aquellos escenarios donde
calcular la escala SOFA no es posible. La cuantificacion de estos biomarcadores podria
ser una alternativa objetiva al célculo de la escala SOFA, que requiere la recogida de
ciertos parametros que son subjetivos. La medicion de biomarcadores proteicos es
técnicamente mas sencilla que la de aquellos biomarcadores transcriptomicos. El alza en
el desarrollo de tecnologias “point of care” puede hacer que la mediciéon de estos

biomarcadores como parte de la rutina clinica pueda hacerse en menos de una hora!3°.
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PRONOSTICO DE MORTALIDAD:

Los resultados derivados de este trabajo, obtenidos empleando una plataforma de PCR
digital, avalan los hallazgos de estudios previos en los que se evidencia la existencia de
una relacion directa entre la magnitud de la granulopoyesis de emergencia y el prondstico
de los pacientes con infeccion grave’ 80, Este trabajo pone de manifiesto que la
hiperexpresion simultanea de once genes representativos de la granulopoyesis de
emergencia (BPI, CD24, TCN1, CEACAMS, LCN2, IL1R2, LTF, OLFM4, STOM,
MMP8 y PRTN3), representada en forma de una escala combinada (EGEX), permite
predecir mortalidad con una precision muy similar a la de la escala SOFA. Esta evidencia
se ha confirmado de forma retrospectiva mediante el analisis de datos procedentes de un
estudio previo de microarrays, el estudio EXPRESS®?. La mayor parte de los genes que
componen la escala EGEX se expresan en mielocitos y metamielocitos (TCN1, LTF,
MMPS, LCN2, OLFM4, CD24, IL1R2). Por otra parte, son los promielocitos los que
expresan BPI y PRTN3, y las células banda las que expresan CEACAMS. Finalmente,
STOM se expresa en los promielocitos, pero no esta claro hasta qué punto es expresado

por los demas precursores del neutrofilo 18172 70 73 182,

La existencia de una asociacion entre genes de la granulopoyesis de emergencia y la
infeccion grave ya habia sido documentada en sepsis (MPO, ELANE, PRTN3, LTF)"*" y
en gripe (LCN2, MMP8, MMP9, MPO, AZU1, BPI, CTSG, ELANE, LTF, PRTN3) %3,
Sweeney T et al, a través de un analisis de cluster unificado de catorce bases de datos,
describieron un subtipo de sepsis llamado “inflamopatico” que se asociaba a una mayor
mortalidad y que involucraba una mayor expresion en sangre de LCN2, LTF y OLFM4!26,
Este mismo grupo de autores también encontrd una mayor expresion de BPI en la sangre
de pacientes no supervivientes de sepsis'?®. También, Kangelaris KN et al demostraron
la presencia de una mayor expresion de MMP8, OLFM4, CD24, LCN2, BPI en el distrés
respiratorio secundario a sepsis!*2. Solan PD et a/ descubrieron que una elevada expresion
de ARNm de MMPS8 y de su actividad en el shock séptico, correlacionaba con una menor
supervivencia y mas fallo de 6rgano en pacientes pediatricos!>!. Alder MN et al pusieron

de manifiesto que los pacientes con shock séptico y un alto porcentaje de neutrofilos
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OLFM4+ tenian un mayor riesgo tanto de padecer mas disfuncion de 6rgano como de

muerte'>*.

A diferencia de otras estrategias empleadas para la deteccion de precursores inmaduros
del granulocito en sangre, que se basan en frotis de sangre y en citometria de flujo, la
cuantificacion de expresion génica por PCR digital es facil de estandarizar. En este
sentido, el método empleado en esta tesis hace referencia al nimero de copias de ADNc
medidas para cada gen sobre el total de ARNm analizado, haciendo posible que no sea

129100 184 118 = Roto haria mas sencilla la

necesario emplear genes de referencia
implementacion de la PCR digital en la practica clinica como herramienta para la

deteccion indirecta de la granulopoyesis de emergencia.

Una de las potencias que posee este trabajo es que se han incluido pacientes con infeccion,
sepsis y shock séptico, lo que ha permitido cubrir todo el espectro de gravedad ocasionado
por una infeccion. El empleo de la escala EGEX podria ser 1til a la hora de estimar el
riesgo de mortalidad de un paciente quirirgico con infeccion, de forma facil y objetiva,
sin la necesidad de recoger los datos necesarios para calcular los 6 items de la escala

SOFA.

En resumen, estos resultados evidencian que la existencia de una hiperexpresion en sangre
de genes de la granulopoyesis de emergencia predice mortalidad en pacientes quirrgicos
con infeccion y fallo de o6rgano. Detectar mediante PCR digital la expresion elevada de
los once genes contenidos en la escala EGEX podria ayudar a identificar a aquellos
pacientes con infeccion que podrian requerir cuidados intensivos. Ademads, la escala
EGEX, podria ser una herramienta de enriquecimiento prondstico para seleccionar los
individuos mas graves que habria que reclutar en aquellos ensayos clinicos pensados para
evaluar medicamentos destinados a mejorar el prondstico de pacientes con infeccion o

sepsis.
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Limitaciones:

La principal limitacion de este trabajo es que los biomarcadores se han comparado
exclusivamente en el momento del diagnostico de la infeccidn, sepsis o shock séptico, es
decir, en un corte transversal. Por ello, habria que validar mediante estudios prospectivos,
realizando muestras seriadas, los resultados hallados en esta tesis doctoral: el potencial
papel de los genes que codifican proteasas del neutréfilo en el diagnostico diferencial de
sepsis, el potencial papel de la MR-ProADM vy la Lipocalina 2 en la prediccion de
gravedad en el paciente con infeccion o sepsis, y la capacidad de prondstico de la escala

EGEX durante la evolucion de un paciente con infeccion grave.
Por otra parte, este trabajo se ha realizado en el contexto del paciente quirtirgico, por lo

que parece logico también, considerar la validacion de estos resultados en pacientes con

sepsis en otros escenarios clinicos.

Perspectivas futuras:

Cada vez son mas los estudios que ponen de manifiesto la importancia del dafio endotelial,
la granulopoyesis de emergencia y la degranulacion del neutroéfilo en el desarrollo de la
sepsis, y el papel que puede jugar la evaluacion de biomarcadores que monitoricen estos
aspectos a la hora de valorar un paciente quirurgico. Como se ha propuesto en este trabajo,
la valoracion de niveles elevados de biomarcadores de dafio endotelial, granulopoyesis
de emergencia y degranulacion del nuetréfilo puede ser de utilidad tanto en el diagnostico
de la sepsis y el shock séptico, como en el prondstico y evolucion de la enfermedad. Esto
abre la puerta a la incorporacién de nuevas herramientas, que mediante tecnologias

rapidas, fiables y reproducibles a nivel transcriptdémico como la PCR digital y protedmico
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como el Luminex, permitan evaluar todo el espectro de la enfermedad, asi como nuevas

oportunidades de tratamiento.

Un ejemplo de esto seria la combinacion del tratamiento antibidtico con farmacos que
protejan el endotelio en pacientes con infeccion, lo que podria prevenir el desarrollo de
sepsis o mejorar la evolucion de la misma. Existen ya numerosos estudios que proponen
opciones terapéuticas para prevenir o tratar la disfuncion endotelial 140 185 186 187 " de Jos
cuales, uno de los mas prometedores a dia de hoy es el de Marik et al, los cuales
demuestran que la administracion de vitamina C, corticoesteroides y tiamina previene la
progresion de la disfuncion orgéanica y reduce la mortalidad en los pacientes con sepsis!®8.
En otro trabajo, se demuestra también que la hidrocortisona y el acido ascorbico ejercen
un efecto sinérgico, previniendo y reparando la disfuncion de la barrera endotelial
inducida por Lipopolisacarido!®. El desarrollo de modelos animales y celulares seria de
gran ayuda para esclarecer el papel de los farmacos protectores del endotelio en la

prevencion y tratamiento de la sepsis en pacientes con infeccion.

Otro ejemplo seria poner el punto de mira en tratamientos orientados hacia el papel que
juegan las proteinas contenidas en los granulos de los neutréfilos. Hasta la fecha, sigue
siendo desconocido el verdadero papel que juegan estas proteinas en la sepsis. Por un
lado, existen evidencias sobre el papel deletéreo de estas proteinas sobre el endotelio
vascular mediante la induccion de cambios en la permeabilidad transendotelial, la
adhesion de neutréfilos y plaquetas al endotelio y la pérdida de la integridad del mismo!®°
191192 Por otro lado, la elevacion de estas proteinas podria suponer un mecanismo reactivo
con el objetivo de proteger el endotelio!** o de prevenir los efectos deletéreos ocasionados
por las NETs, las cuales tienen una funcion protectora contra patégenos, pero también se
las ha relacionado con el desarrollo de trombosis y de una inflamacion excesiva'®®. Por
tanto, una posible estrategia a seguir podria ser la modulacion a la baja o el bloqueo de la
expresion de proteinas de los granulos del neutrofilo, que podria prevenir o disminuir la
disfuncion endotelial y proveer un beneficio clinico en la sepsis'®* 1°°. Existe un creciente

arsenal de farmacos emergentes que pueden inhibir los efectos ocasionados por las

proteinas contenidas en los granulos de los nuetrofilos!®S,

Hoy en dia, no disponemos de un tnico biomarcador que por si mismo haya resultado ser

infalible en la sepsis. Por ello, como se ha defendido en este trabajo, recurrir a estrategias
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multimarcador, evaluando eventos presentes en la fisiopatologia de la sepsis como la
disfuncion endotelial, la degranulacion del neutrofilo y la granulopoyesis de emergencia,
es una buena herramienta que mejoraria las opciones disponibles actualmente, y cuya
utilizacion podria tener implicaciones importantes en las diferentes facetas de esta

enfermedad.

Se estdn poniendo a punto numerosas tecnologias “point of care” para mejorar el
diagnostico de la sepsis'®” !, Un ejemplo son los dispositivos multiplex para la
realizacion de inmunoensayos protedmicos mediante microfluidica, como la plataforma
Simple-Plex. Este tipo de tecnologia es capaz de evaluar simultdineamente y con gran
fiabilidad y precision, niveles de varias proteinas en s6lo noventa minutos y usando un
volumen de plasma minimo!” 2%, Este tipo de técnicas suponen un paso mas para el
acercamiento de estas tecnologias a la rutina clinica. En relacion con los resultados
obtenidos en esta tesis doctoral, la puesta a punto de un point of care capaz de medir, por
ejemplo, MR-ProADM vy Lipocalina 2, podria ser una herramienta de gran utilidad para
ayudarnos a evaluar la progresion de la gravedad en los pacientes con infeccion en

cualquier escenario sanitario.

En resumen, la sepsis es una patologia que supone una de las primeras causas de
mortalidad en las UCIs y cuya prevalencia aumenta de forma progresiva. Ademas,
conlleva el consumo de un gran volumen de recursos econémicos en los hospitales. Por
ello, es clave mejorar la capacidad de diagndstico mediante herramientas que nos
permitan hacerlo de forma mas precoz, algo primordial para que el tratamiento tenga éxito
y, por tanto, mejore el prondstico de estos pacientes. En este trabajo se expone una
herramienta novedosa, rapida, fiable y aplicable a la clinica, como es la PCR digital, para
la cuantificacion de los niveles de expresion de los genes que codifican proteasas del
neutrdfilo en el paciente quirargico. Ademas, estos resultados demuestran que puede ser
una herramienta util para el seguimiento de la evolucion de los pacientes a la hora de

valorar su pronostico y ayudar en la toma de decisiones terapéuticas.
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Como traslucen estos resultados, parece que la presencia de dafio endotelial es un evento
temprano en el desarrollo de la fisiopatologia de la sepsis. Pareceria interesante, por tanto,
realizar una monitorizacion previa para conocer el estado endotelial de los pacientes que
van a someterse a una cirugia y asi evaluar el riesgo que podrian tener de desarrollar una
sepsis tras la misma. Este trabajo también ha revelado que la presencia de proteinas de
los granulos del neutroéfilo se relaciona con la presencia de shock séptico, por lo que
también seria til monitorizar las mismas para evaluar el riesgo de un paciente con sepsis
a progresar a un shock séptico. Por tltimo, se ha visto que el incremento de la expresion
de genes de la granulopoyesis de emergencia se asocia a un peor pronostico en los
pacientes con infeccion y fallo de 6rgano, por lo que monitorizarlas podria ayudarnos a

predecir el pronostico de estos pacientes.

En la actualidad, no se dispone de un biomarcador ideal para la sepsis que guie en su
manejo desde el diagnostico de la enfermedad, su tratamiento, evolucion, hasta su
prondstico. Este trabajo pone de manifiesto la utilidad de emplear estrategias
multimarcador que nos permitan evaluar biomarcadores que representen los diferentes
eventos que tienen lugar en la fisiopatologia de la sepsis. Los resultados derivados de esta
tesis doctoral avalan que el dafo endotelial juega un papel importante en el paso de
infeccidn a sepsis, la degranulacion del neutréfilo lo hace en el paso de sepsis a shock
séptico, asi como la granulopoyesis de emergencia lo hace en el evento tltimo, que es la

mortalidad.
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VIIl. CONCLUSIONES
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Comparado con los pacientes quirurgicos no sépticos, los pacientes quirurgicos con
sepsis presentaron una elevacion de los niveles de expresion en sangre de genes que

codifican proteinas de degranulacion del neutroéfilo.

Los niveles de expresion de estos genes aumentaron a medida que aumentd la

gravedad de la sepsis.

Los niveles de expresion génica de MMPS, LCN2, OLFM4 y LTF en sangre
mejoraron la capacidad de diagnostico de sepsis de la Procalcitonina, aunque el resto
de genes estudiados presentaron también dreas bajo la curva significativas para la

diferenciacion entre presencia y ausencia de sepsis.

El aumento de los niveles de expresion génica en sangre de MMP8, LCN2, OLFM4
y LTF result6 ser un factor de riesgo independiente para la presencia de sepsis, de
los cuales, MMPS8 y LCN2 mostraron la mejor capacidad diagndstica y un mejor

balance entre sensibilidad y especificidad.

La presencia de niveles de expresion génica de MMP8 por encima de 386 copias/ng
y de LCN2 superiores a 946 copias/ng incrementa por cinco y por doce,

respectivamente, el riesgo de presentar sepsis en los pacientes quirrgicos.

En los pacientes quirargicos con infeccion, a medida que aumenta la gravedad, existe
una elevacion de los niveles de biomarcadores representativos de la granulopoyesis

de emergencia, la degranulacion del neutréfilo y la disfuncion endotelial.

La elevacion de MR-ProADM, SDC1, THBD, ANGPT2, ESM1, VCAM1 y SEL-E
en pacientes con sepsis, lleva a pensar que la disfuncién endotelial es el evento
fisiopatologico maés representativo de la sepsis en comparacion con la infeccion sin

sepsis.
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11.

12.

13.

Los niveles plasmaticos elevados de MR-ProADM mostraron la asociacion mas
fuerte y el mejor balance sensibilidad-especificidad para la deteccion de sepsis en la

comparacion entre sepsis e infeccion.

La degranulacion del neutrdfilo, caracterizada por la elevacion de los niveles en
plasma de Proteinasa 3, Lipocalina 2, Metaloproteinasa 8, Lactoferrina y
Mieloperoxidasa, asi como por la elevacion de los niveles de expresion génica de
IL18R1, fue el evento fisiopatologico mas representativo que diferenciaba el shock
séptico de la sepsis, siendo la Lipocalina 2 la que mostr6 un mejor balance

sensibilidad-especificidad para la deteccion de shock séptico.

La elevacion de niveles de expresion de genes relacionados con la granulopoyesis de
emergencia es un evento bioldgico caracteristico tanto de la sepsis como del shock
séptico, aunque se observa de forma mas evidente en este ultimo, sobre todo, en los

pacientes que fallecen.

En pacientes quirGrgicos con infeccion y fallo de organo, la hiperexpresion
simultanea de once genes representativos de la granulopoyesis de emergencia (BPI,
CD24, TCN1, CEACAMS, LCN2, IL1R2, LTF, OLFM4, STOM, MMPS8 y PRTN3),
representada en forma de una escala combinada (EGEX), permite predecir
mortalidad con una precision muy similar a la de la escala SOFA. En estos pacientes,
presentar mas de 8 puntos en la escala EGEX conlleva un riesgo cuatro veces superior

de mortalidad.

Los niveles plasmaticos de la Procalcitonina se asociaron de forma modesta con el
riesgo de sepsis y shock séptico, mientras que los niveles plasmaticos de la Proteina

C Reactiva mostraron una débil relacion con el riesgo de sepsis.

Los resultados derivados de esta tesis doctoral apoyan la existencia de una
desregulacion en la funcion del neutréfilo, asi como de disfuncion endotelial en el
contexto de una infeccion grave. La combinacion de marcadores que reflejen estos

fendmenos podra ser de utilidad para el manejo clinico de pacientes quirtrgicos.
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Objectives: To quantify immunological dysfunction in surgical patients with
presence/absence 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 immunological 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, OLFMA4,
LCN2/NGAL, LTF, PRTN3, MPO) 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/HLA-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), MMPS8/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); MMPS8/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 MMPS/HLA-DRA,
LCN2/HLA-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)

S epsis 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 presence/absence 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-
els. 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 ND1000, 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 disease (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 (—1.9), CD28
(—1.8), ICOS (—1.8).4

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):
MMPS8, matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase) (reference
Hs01029057_m1); LCN2 (lipocalin-2, also known as neutrophil 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 II, DR alpha (Hs00219575_m1); ICOS, induc-
ible T-cell costimulator (Hs04261471_m1); CD40LG, CDA40 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 1000ng of mRNA by using
iScript Advanced cDNA Synthesis Kit (BioRad, cat:1725038). The
obtained volume of cDNA (20 wL) was further diluted (1/25), and
2.5uL (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 C1000 Touch Thermal Cycler (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); 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

MMP8 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

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

HLA-DRA 1t 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.

Objective
to identify the gene/s, ratio/s performing
better than PCT for identifying sepsis
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Statistical analysis |

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

l

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

|

5. Identification of the best gene/s, ratio/s
for the diagnosis of sepsis

| Results

LCN2 / HLA-DRA
MMP8 / HLA-DRA

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

OR MMP8/HLA-DRA: 8.03
OR LCN2/HLA-DRA: 8.57
OR PCT: 4.20

!

MMP8/HLA -DRA
LCN2/HLA-DRA
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curve had the minimum distance to the upper left corner (where
sensitivity = 1 and specificity = 1). By Pithagoras’ theorem this
distance is

OO0P = \/ (1 — 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) n.s.
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) 2.0 (1) n.s.
Chronic hepatic failure 3.0 3) 5.8 (3) n.s.
Neurologic disease 5.0 (5) 3.7 (2) n.s.
Cerebrovascular disease 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
Immunosuppression 18.0 (17) 13.9 (5) n.s.
Surgery type, % (n) Urgent surgery 63.4 (64) 3.8 (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) n.s.
Urological/renal 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) <0.001
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) n.a n.a.
Nonsurvivors at day 28, % (n) 19.8 (20) 0 <0.001
Hospital mortality, % (n) 24.7 (25) 0 <0.001
Source of infection, % (n) Unknown 14.8 (15) n.a. n.a.
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) n.a. n.a.
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) n.a. n.a.
Fungi 9.9 (10) 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) 13 <0.001
Total bilirubin (mg/dL) 0.7 (1.3) 0.8 (0.5) n.s.
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.
ScvO, (%) 73.1 (19.0) 68.8 (80.0) n.s.
CRP (mg/L) 232.3 (169.2) 57.7 (17.7) <0.001
Procalcitonin (ng/mL) 5.5 (17.5) 0.5 (0.9) <0.001
White blood cells (cells/mm3) 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 (cells/mm?) 1068.48 (51,887.6) 781.8 (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/mm3) 78.4 (1593.2) 28.8 (68.9) 0.006

Continuous variables are represented as median (interquartile 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; ScvO,, 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 MMP8 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,
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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 disease
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 yielded AUROCs higher than 0.80 for
distinguishing sepsis patients from surgical controls (Table 3), but
only the ratios LCN2/HLA-DRA, MMPS/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), MMPS8/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%), P]: (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 [0.86 (0.79-0.93),
<0.0011; (5) LCN2/HLA-DRA + PCT [0.90 (0.86-0.95),
<0.001]; (6) MMPS/HLA-DRA + PCT [0.89 (0.84-0.95),
<0.001]; (7) LCN2/HLA-DRA + MMPS8/HLA-DRA +PCT [0.91
(0.86—0.96), <0.001]. No significant differences were found be-
tween the AUROC 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%] P ooP Se (%) Sp (%) P
LCN2/HLA-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 83.2 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
OLFM4/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 0.072 83.2 81.1 0.106
MMPS8/CD40LG 0.87 0.81 0.94 <0.001 6.92 85.1 79.2 0.106
MMPS8/CD3E 0.87 0.81 0.93 <0.001 1.07 82.2 83.0 0.106
LCN2/CD28 0.87 0.81 0.93 <0.001 8.049 88.1 79.2 0.129
MMPS8/CD28 0.87 0.81 0.93 <0.001 5.68 82.2 81.1 0.129
LCN2/ICOS 0.87 0.80 0.93 <0.001 21.215 89.1 81.1 0.149
MMPS/ICOS 0.86 0.80 0.93 <0.001 14.075 82.2 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 74.3 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 81.2 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 80.2 714 0.321
LTF/CD40LG 0.85 0.78 0.91 <0.001 5.875 79.2 81.1 0.321
OLFM4/1COS 0.84 0.78 0.91 <0.001 2.533 82.2 81.1 0.344
LTF/CD28 0.84 0.77 0.91 <0.001 3.955 79.2 83.0 0.392
OLFM4 0.83 0.77 0.9 <0.001 86.4 712 81.1 0.471
PRTN3/CD3E 0.83 0.76 0.9 <0.001 0.043 80.2 81.1 0.542
LTF/ICOS 0.83 0.76 0.9 <0.001 10.165 712 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 0.472 78.2 79.2 0.601
PRTN3/CD28 0.82 0.74 0.89 <0.001 0.257 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 1.115 733 75.5 NA
HLA-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 1.308 68.0 74.5 NA
MPO/CD40LG 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 70.3 78.8 NA
MPO/ICOS 0.75 0.67 0.83 <0.001 1.237 74.3 712 NA
CD3E* 0.73 0.64 0.82 <0.001 414 71.7 63.4 NA
CD40LG* 0.72 0.64 0.81 <0.001 422 71.7 66.3 NA
CD28" 0.70 0.61 0.78 <0.001 72.2 69.8 60.4 NA
ICOS* 0.67 0.59 0.76 <0.001 25.4 69.8 58.4 NA
MPO 0.67 0.58 0.75 0.001 48.2 554 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 results
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.

days before in average (survival mean time of 23.3 vs 25.8 days)
(Fig. 4).

Association Between Gene Expression Levels and
Mortality

Univariate analysis showed a direct, significant association
between expression levels of MMPS, LCN2, LTF, and PRTN3 with
the risk of hospital mortality (data not shown). Nonetheless, HLA-

DISCUSSION

Our results evidence that quantification of the transcriptomic

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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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
meastlléements such as CRP!” or the neutrophil to lymphocyte count
ratio.
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FIGURE 2. AUROC to differentiate sepsis patients from surgical
controls. Only the AUROC:s 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 MMPS8, LCN2 (NGAL), OLFM4, LTF, PRTN3, and
MPO and depressed expression of HLA-DRA, CD40LG, CD3E,
CD28, and ICOS as compared to a group of uninfected patients.*!°
In the microarray analysis from Shen et al,”® MMPS 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. MMPS8 forms part of PERSEVERE (PEdiatRic
SEpsis biomarkEr Risk modEl), a risk model to estimate mortality
probability in children with septic shock.?? Solan et al** identified
MMPS 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 MMPS 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, using 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 strength 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-
ease.* Although we found no additional benefit for the diagnosis of
sepsis when the LCN2/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.?*3° Cajander et al'! have proposed
qRT-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 CI 95% P Se Sp PPV NPV
LCN2/HLA-DRA >0.199 8.57 2.25 32.62 0.002 85.1 81.1 89.6 74.1
MMPS/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 15.43 0.030 73.3 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 mellitus, 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 MMPS8/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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Background: Stratification of the severity of infection is currently based on the Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA) score, which is difficult to calculate outside the ICU. Biomarkers could help to stratify
the severity of infection in surgical patients.

Methods: Levels of ten biomarkers indicating endothelial dysfunction, 22 indicating emergency granulo-
poiesis, and six denoting neutrophil degranulation were compared in three groups of patients in the first
12 h after diagnosis at three Spanish hospitals.

Results: There were 100 patients with infection, 95 with sepsis and 57 with septic shock. Seven biomark-
ers indicating endothelial dysfunction (mid-regional proadrenomedullin (MR-ProADM), syndecan 1,
thrombomodulin, angiopoietin 2, endothelial cell-specific molecule 1, vascular cell adhesion molecule 1
and E-selectin) had stronger associations with sepsis than infection alone. MR-ProADM had the highest
odds ratio (OR) in multivariable analysis (OR 11-53, 95 per cent c.i. 4-15 to 32-08; P = 0-006) and the best
area under the curve (AUC) for detecting sepsis (0-86, 95 per cent c.i. 0-80 to 0-91; P < 0-001). In a com-
parison of sepsis with septic shock, two biomarkers of neutrophil degranulation, proteinase 3 (OR 8-09,
1-34 to 48:91; P =0-028) and lipocalin 2 (OR 6-62, 2-47 to 17-77; P = 0-002), had the strongest association
with septic shock, but lipocalin 2 exhibited the highest AUC (0-81, 0-73 to 0-90; P < 0-001).

Conclusion: MR-ProADM and lipocalin 2 could be alternatives to the SOFA score in the detection of
sepsis and septic shock respectively in surgical patients with infection.
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Introduction treatment with appropriate antimicrobials, elimination
of the infectious source, administration of fluids and
Sepsis and septic shock are major causes of morbidity and  appropriate transfer to the ICU. In patients with sepsis,

mortality in surgical patients'. In a patient with infection,  prompt detection of septic shock could imply a need to
prompt detection of sepsis is key to the initiation of early =~ modify antibiotic treatment, seek alternative sources of
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Table 1 Clinical characteristics of the patients
P (infection P (sepsis|
P (infection versus versus
Infection Sepsis Septic shock versus septic septic
(n=100) (n=95) (n=57) sepsis) shock) shock)
Age (years)* 57-0 (39-25-70-50) 73-0 (59-80) 74-0 (68-78-5) <0-001% <0-001% 1-000
Male sex 60 (60-0) 62 (65) 31 (54) 0-448 0-493 0-183
Co-morbidity
Chronic cardiovascular 13 (13:0) 28 (29) 21(37) 0-005 <0-001 0-347
disease
Chronic respiratory disease 2(2) 13 (14) 6 (11) 0-003 0-022 0-569
High BP 30 (30-0) 47 (49) 34 (60) 0-009 <0-001 0-223
Chronic renal failure 2 (2-0) 9(9) 7(12) 0-024 0-004 0-388
Chronic hepatic failure 4 (4-0) 2(2) 1) 0-422 0-423 0-880
Diabetes mellitus 14 (14-0) 20 (21) 17 (30) 0-194 0-017 0-222
Cancer 13 (13:0) 18 (19) 13 (23) 0-256 0-112 0-568
Immunosuppression 5(5-0) 13 (14) 6 (11) 0-037 0-205 0-553
Surgery type
Urgent 70 (70.-0) 74 (78) 41 (72) 0-210 0-798 0-407
Abdominal 65 (65-0) 54 (57) 24 (42) 0-243 0-005 0-078
Cardiothoracic 0 (0) 14 (15) 14 (25) <0-001 <0-001 0-130
Vascular 1(1-0) 33 1) 0-288 0-685 0-601
Urological/renal 0 (0) 0 (0) 12 § 0-184 0-195
Other 13 (13-0) 4(4) 4(7) 0-030 0-246 0-453
Time course and outcome
Length of hospital stay 5(2-12) 15 (8-29-5) 31 (18-50-48.75) <0-001% <0-001%  <0-001%
(days)*
Length of ICU stay (days)* 0-5(0-2) 3 (1-6-75) 7 (3-13) <0:-001% <0-001% 0-001%
Hospital mortality 0(0) 7(7) 22 (39) 0-006 <0-001 <0-001
Source of infection
Respiratory tract 4 (4-0) 15 (16) 14 (25) 0-006 <0-001 0-183
Abdomen 67 (67-0) 48 (51) 19 (33) 0-019 <0-001 0-039
Urinary tract 0(0) 4(4) 6 (11) 0-038 0-001 0-128
Surgical site 12 (12-0) 16 (17) 13 (23) 0-335 0-075 0-365
Bacteraemia 0(0) 6-30 (6) 12 (21) 0-011 <0-001 0-006
Other 13 (13.0) 16 (17) 4(7) 0-451 0-246 0-083
Microbiology
Positive culture 29 (29-0) 54 (57) 43 (75) <0-001 <0-001 0-021
Gram-positive 13 (13:0) 29 (31) 21(37) 0-003 <0-001 0-422
Gram-negative 23 (23-0) 31(33) 34 (60) 0-133 <0-001 0-001
Fungal 4 (4-0) 8(8) 8 (14) 0-199 0-023 0-275
Measurements at diagnosis*
SOFA score 0(0-1) 6 (3-8) 9 (7-11) <0-001% <0-001%  <0-001%
Total bilirubin (mg/dl) 0-70 (0-4-1-03) 0-70 (0-43-1-78) 1-00 (0-56-1-89) 1-000% 0-013:% 0-072%
Glucose level (mg/dl) 118 (105-140) 158 (117-5-184) 163 (128-232-50) <0-001% <0-001% 1-000%
Sodium level (mmol/Il) 139-00 (136-141-25) 138-00 (135-141-25) 129-00 (134-142) 0-008% <0-001% 0-001%
Potassium level (mmol/l) 3-90 (3-4-10) 4.00 (3-50-4-20) 3-85(3-4-12) § § §
Platelet count (cells/mm?) 221500 (186 250-299250) 184 000 (105250-276000) 123000 (88 500258 000) 0-023% 0-001% 0-794%
INR 1.15 (1-03-1-26) 1.27 (1-16-1.35) 1.44 (1-27-1.81) 0-002% <0-001%  <0-001%
Albumin (mg/dl) 3480 (2737-5-4135) 2445 (2132-50-3130) 2340 (1837-5-2752-5) <0-001% <0-001% 1-000%
Lactate (mmol/l) 1-50 (1-06—1-85) 1-50 (1-23-2) 3-55 (2-46-5-19) 1-000% <0-001%  <0-001%
White blood cell count 13070 (9187-5-16 347-5) 14050 (9410-18290) 14550 (7525-19 880) § § §
(cells/mm?)
Lymphocytes (cells/mm?q) 1383-50 (911-50-1806-36) 940 (600-10-1453-86) 592 (410-08-1103-39) 0-021% 0-004%
Monocytes (cells/mm3) 795.52 (466-07-1099) 632 (345-962) 411-25 (245-791-56) 0-049% 0-196%
Neutrophils (cells/mm3) 10144 (6327-70-13864-48) 12100 (7857-15195) 12240 (5647-50-18177-50)  0-091% 1-000%
Eosinophils (cells/mm?3) 43 (12:50-117-41) 19 (0-57-52) 10-92 (0-47-53) § § §
Basophils (cells/mm?3) 3360 (18-59-73) 26-90 (11-76-54-80) 20 (10-54-49.92) 0-827% 0-042% 0-196%

Values in parentheses are percentages unless indicated otherwise; *values are median (i.q.r.). SOFA, Sequential Organ Failure Score; INR, international

normalized ratio. Ty test, except $Kruskal-Wallis test; §absence of P value for y? or Kruskal—Wallis test, as appropriate.

© 2020 The Authors.
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Fig. 1 Levels of endothelial dysfunction and neutrophil degranulation biomarkers in healthy control, infection, sepsis and septic shock
groups

a Endothelial dysfunction

175 ,_TL

ol L S

5.0_ i%.} Jﬁ-}-*%T T TL
§125 T I *%@ '_L . o é.-'—|+ i
S w T
g T '—TL' %I ?{l%‘? é{l%* é+%*
T 50F Lt *
- =l

2.5 |

Lt

MR-ProADM ANGPT1 ESM-1  ICAM-1 SEL-E SDC1 VCAM-1 ANGPT2 SEL-P THBD
(protein)  (protein) (protein) (protein) (protein) (protein) (protein) (protein) (protein) (protein)

b Neutrophil degranulation

+
T 5in
16 |- t 4 1 t
) 'T'_‘ = - = L
T i T 1
g o) '_I_‘.—H é g — i T
E ? - = + * 1—'—|T
I @* SR L
£ sl
=] *
2
3 o g
4 &= *
2+ Lo
0 I I I I I I I
MMP8 LTF MMP9 PRTN3 LCN2 MPO IL18R1
(protein) (protein) (protein) (protein) (protein) (protein) (mRNA)

O Healthy control
@ Infection

O Sepsis

[ Septic shock

Biomarkers of a endothelial dysfunction and b neutrophil degranulation. Levels of mid-regional proadrenomedullin (MR-ProADM) are in nmol/l, those
of interleukin-18 receptor type 1 (IL18R1) are copies of cDNA per ng mRNA, and those of the remaining biomarkers are in pg/ml. ANGP'T; angiopoietin;
ESM, endothelial cell-specific molecule; ICAM, intercellular adhesion molecule; SEL-E, E-selectin; SDC, syndecan; VCAM, vascular cell adhesion
molecule; SEL-P, P-selectin; THBD, thrombomodulin; MMP, matrix metalloproteinase; LTF, lactoferrin; PRTN, proteinase; LCN, lipocalin; MPO,
myeloperoxidase. *P < 0-050 versus healthy control; P <0-050 (Kruskal-Wallis test).

potentially infectious organisms not already identified, and ~ score is that it is difficult to calculate in non-ICU settings,
adjust ICU support. Since publication of the Third Inter-  such as surgical departments or the emergency room. The
national Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock alternative proposed by the SEPSIS-3 consensus for these
(SEPSIS-3) in 20167, severity stratification in patients with ~ settings, the quickSOFA (composed of three simple items:
infection has been based on the Sequential Organ Fail-  respiratory frequency, BP and the Glasgow Coma Scale
ure Assessment (SOFA) score’. The problem with this  score), is very specific but less useful for detecting sepsis®.

© 2020 The Authors. www.bjsopen.com B7S Open 2020; 4: 524-534
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Fig. 2 Levels of emergency granulopoiesis and acute-phase response biomarkers in healthy control, infection, sepsis and septic shock
groups
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are in ng/ml, and those of the remaining biomarkers are copies of cDNA per ng mRNA. MMP, matrix metalloproteinase; LTE, lactoferrin; PRTN,
proteinase; LCN, lipocalin, OLFM, olfactomedin; ELANE, elastase, neutrophil expressed; MPO, myeloperoxidase; CTSG, cathepsin G; AZU, azurocidin;
BPI, bactericidal/permeability-increasing protein; DEFA, defensin a; CEACAM, carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule; CD, cluster
of differentiation; T'CN, transcobalamin; STOM, stomatin; IL1R2, interleukin-1 receptor type 2; CHIT, chitinase. *P <0-050 versus healthy control;
TP <0-050 (Kruskal-Wallis test).
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Table 2 Multivariable analysis for risk of sepsis versus infection

Biomarker*

Mid-regional proadrenomedullin (nmol/l)
Syndecan 1 (pg/ml)

Thrombomodulin (pg/ml)

Angiopoietin 2 (pg/ml)

Endothelial cell-specific molecule 1 (pg/ml)
Vascular cell adhesion molecule 1 (pg/ml)
E-selectin (pg/ml)

Lipocalin 2 (pg/ml)

MMP8 (pg/ml)

Procalcitonin (ng/ml)

Chitinase 1 (CHITT) (copies/ng)

Stomatin (STOM) (copies/ng)

MMP9 (MMP9) (copies/ng)

Interleukin-1 receptor type 2 (IL1R2) (copies/ng)
MMP8 (MMP8) (copies/ng)

Lipocalin 2 (LCN2) (copies/ng)
Transcobalamin 1 (TCNT) (copies/ng)
Lactoferrin (LTF) (copies/ng)
Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) (copies/ng)
CD24 (CD24) (copies/ng)

C-reactive protein (mg/l)

MMP25 (MMP25) (copies/ng)

CD177 (CD177) (copies/ng)

Olfactomedin 4 (OLFM4) (copies/ng)

Indicator for

ED
ED
ED
ED
ED
ED
ED
ND
ND
AR
EG
EG
EG
EG
EG
EG
EG
EG
EG
EG
AR
EG
EG
EG

Benjamini-
Odds ratio P Hochberg P
11.53 (4-15, 32.08) <0-001 0-006
9-48 (2-86, 31-38) <0-001 0-006
4.14 (1.28, 13-39) 0-018 0-040
3.70 (1-80, 7-59) <0-001 0-006
3-58 (1-45, 8-83) 0-006 0-022
2.72(1-10, 6:76) 0-031 0-047
2-32 (112, 4.81) 0-023 0-041
2.27 (1-16, 4-44) 0-016 0-040
1-90 (1-23, 2-96) 0-004 0-016
1-83 (1-41, 2.37) <0-001 0-006
1-81(1-24, 2.64) 0-002 0-009
1-68 (1-09, 2-60) 0-020 0-040
1-67 (1-14, 2-44) 0-008 0-026
1-64 (1-12, 2.42) 0-011 0-006
1-64 (1-23, 2-19) 0-001 0-033
1-62 (1-23, 2-15) 0-001 0-006
1.56 (1-07, 2-27) 0-021 0-040
1-55 (116, 2-06) 0-002 0-009
1.52 (1-07, 2-17) 0-020 0-040
151 (1-05, 2:17) 0-026 0-043
151 (1-05, 2-18) 0-028 0-044
1-46 (1-05, 2-05) 0-026 0-043
1-31 (1-05, 1-65) 0-020 0-040
1.28 (1-05, 1-55) 0-012 0-033

Values in parentheses are 95 per cent confidence intervals. “Biomarker values correspond to napierian logarithms. Variables adjusted for gene expression
biomarkers were age, cardiovascular disease, immunosuppression, high BP, chronic respiratory disease, chronic renal disease, abdominal surgery, other
surgery, respiratory source of infection and abdominal source of infection; variables adjusted for protein biomarkers were age, immunosuppression, high
BP, chronic respiratory disease, chronic renal disease, urgent surgery, abdominal surgery, other surgery, respiratory source of infection and abdominal
source of infection (Zible S4, supporting information). ED, endothelial dysfunction; ND, neutrophil degranulation; MMP, matrix metalloproteinase; AR,
acute-phase response; EG, emergency granulopoiesis; CD, cluster of differentiation.

Biomarkers could contribute to stratification of the
severity of infection. Sepsis is characterized by acute
endothelial dysfunction, which increases vascular per-
meability, promotes activation of the coagulation cascade
and tissue oedema, and compromises the perfusion of
vital organs’. Biomarkers of endothelial responses can
be used to categorize patients into homogeneous sub-
groups with different severity®. In turn, sepsis activates
emergency granulopoiesis, inducing release of immature
neutrophil precursor cells in the peripheral blood, an event
related directly to severity’ ~!°. Emergency granulopoiesis
can be detected by profiling the mRNA in blood of the
genes that are expressed sequentially in the neutrophil
precursors' 2. Other molecules denoting severity during
an infection are proteins released to the plasma during
neutrophil degranulation!*!*. These include matrix met-
alloproteinase (MMP) 8, neutrophil gelatinase-associated
lipocalin and lactotransferrin, which have been shown to

© 2020 The Authors.
B7S Open published by John Wiley & Sons Ltd on behalf of BJS Society Ltd

be closely related to the development of sepsis!®, and levels
of plasma MMPs 3, 7, 8 and 9 are increased in severe sepsis
on admission to the ICU®.

In this study, 38 biomarkers of endothelial dysfunc-
tion, emergency granulopoiesis or neutrophil degranula-
tion were evaluated to stratify severity in surgical patients
with infection. The hypothesis was that these biomark-
ers might differentiate between three groups of patients:
those with infection, those with sepsis, and those with sep-
tic shock.

Methods

Surgical patients with infection, sepsis or septic shock were
recruited prospectively from the surgery departments and
surgical ICUs of the three participating hospitals (Hospi-
tal Clinico Universitario de Valladolid, Hospital Univer-
sitario Rio Hortega de Valladolid and Hospital Clinico

www.bjsopen.com B7S Open 2020; 4: 524-534
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Table 3 Multivariable analysis for risk of septic shock versus sepsis
Benjamini-

Biomarker* Indicator for Odds ratio P Hochberg P
Proteinase 3 (pg/ml) ND 8-09 (1-34, 48-91) 0-023 0-028
Lipocalin 2 (pg/ml) ND 6-62 (2:47,17-77) <0-001 0-002
Syndecan 1 (pg/ml) ED 6-10 (1-77, 21.06) 0-004 0-006
Mid-regional proadrenomedullin (nmol/I) ED 4.58 (1-99, 10-58) <0-001 0-002
Thrombomodulin (pg/ml) ED 4.52 (1-42, 14.34) 0-011 0-014
Interleukin-18 receptor type 1 (I[L18R1) (copies/ng) ND 4.22 (2-26, 7-85) <0-001 0-002
Stomatin (STOM) (copies/ng) EG 3-74 (1.87, 7-45) <0-001 0-002
Interleukin-1 receptor type 2 (IL1R2) (copies/ng) EG 3-72 (2-10, 6-58) <0-001 0-002
Angiopoietin 2 (pg/ml) ED 3-02 (1-29, 7-10) 0-011 0-014
MMP8 (pg/ml) ND 2.97 (1-55, 5:67) 0-001 0-002
MMP9 (MMP9) (copies/ng) EG 2-67 (1-55, 4-59) <0-001 0-002
Lipocalin 2 (LCN2) (copies/ng) EG 2.45 (1-71, 3:50) <0-001 0-002
MMP8 (MMP8) (copies/ng) EG 243 (1.74, 3-38) <0-001 0-002
Transcobalamin 1 (TCN1) (copies/ng) EG 2.36 (1-62, 3-44) <0-001 0-002
Lactoferrin (pg/ml) ND 2-30 (1-38, 3-84) 0-001 0-002
Myeloperoxidase (pg/ml) ND 2.26 (1-20, 4-25) 0-011 0-014
Lactoferrin (LTF) (copies/ng) EG 2-24 (1-59, 3-15) <0-001 0-002
Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) (copies/ng) EG 223 (1-49, 3-36) <0-001 0-002
CD24 (CD24) (copies/ng) EG 215 (1-47, 3-16) <0-001 0-002
Chitinase 1 (CHIT1) (copies/ng) EG 2.01 (1-42, 2-83) <0-001 0-002
CD177 (CD177) (copies/ng) EG 1.97 (1-30, 2-99) 0-001 0-002
Olfactomedin 4 (OLFMA4) (copies/ng) EG 1-85 (1-42, 2-40) <0-001 0-002
Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 8 (CEACAMS) (copies/ng) EG 1.78 (1-31, 2:41) < 0-001 0-002
Procalcitonin (ng/ml) AR 1.73 (1-31, 2:29) <0-001 0-002
Myeloperoxidase (MPO) (copies/ng) EG 1-36 (1-02, 1-81) 0-038 0-044

Values in parentheses are 95 per cent confidence intervals. *Biomarker values correspond to napierian logarithms. Variables adjusted for gene expression
biomarkers were age, abdominal surgery, abdominal source of infection, bacteraemia, other sources of infection, presence of Gram-negative organisms and
presence of polymicrobial infection; variables adjusted for protein biomarkers were surgical-site source of infection, bacteraemia, presence of Gram-negative
organisms, and presence of polymicrobial infection (7able S4, supporting information). ND, neutrophil degranulation; ED, endothelial dysfunction; EG,
emergency granulopoiesis; MMP, matrix metalloproteinase; CD, cluster of differentiation; AR, acute-phase response.

Universitario de Salamanca), between January 2017 and
January 2019. Infection was defined according to the US
Centers for Disease Control and Prevention National
Surveillance Definitions for Specific Types of Infections!’.
Sepsis and septic shock were defined using the SEPSIS-3
consensus definitions”!8. A specific standard survey was
employed in the three participating hospitals to collect
clinical data along with results of haematological, bio-
chemical, radiological and microbiological investigations.
Healthy controls with similar age and sex characteristics to
the patients were recruited from the Centro de Hemoter-
apia y Hemodonacién de Castilla y Leén (CHEMCYL,
Valladolid, Spain).

Ethical approval

The study was approved by the respective Committees
for Ethics in Clinical Research of the three participating

© 2020 The Authors.
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hospitals. Methods were carried out in accordance with
current Spanish law for Biomedical Research, fulfilling the
standards indicated by the Declaration of Helsinki. Written
informed consent was obtained from patients’ relatives or
their legal representative before enrolment.

Microbiology

Standard cultures in biological samples, guided by the
presumptive source of the infection, were performed to
assess the presence of the causal pathogen. Potentially
contaminant microorganisms were not considered.

Biomarker profiling

Thirty-eight biomarkers (10 denoting endothelial dysfunc-
tion, 22 indicating emergency granulopoiesis and 6 denot-
ing neutrophil degranulation) were profiled in the three

www.bjsopen.com B7S Open 2020; 4: 524-534
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Fig. 3 Area-under-the-curve analysis evaluating the accuracy of two biomarkers in differentiating sepsis from infection or from septic
shock
a MR-ProADM in sepsis versus infection b Lipocalin 2 in septic shock versus sepsis
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a Accuracy of mid-regional proadrenomedullin (MR-ProADM) in differentiating sepsis from infection. Area under the curve (AUC): 0-86, 95 per cent
c.i. 0-80 to 0-91 (P < 0-001); optimal operating point (OOP): 1-165 nmol/l; sensitivity: 84-6 per cent; specificity: 76-0 per cent. b Accuracy of lipocalin 2 in
differentiating septic shock from sepsis. AUC: 0-81, 95 per cent c.i. 0-73 to 0-90 (P <0-001); OOP: 246 346 pg/ml; sensitivity: 80-0 per cent; specificity:

70-5 per cent.

patient groups (infection, sepsis or septic shock) in the first
12 h after diagnosis (Tables SI and S2, supporting infor-
mation). The methods used to profile these biomarkers
are detailed in Appendix S1 (supporting information). Blood
from healthy individuals was collected as part of their blood
donation.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with IBM SPSS® version
20 (IBM, Armonk, New York, USA). Box plots were repre-
sented using Minitab® 19.2 (Minitab, Coventry, UK). For
demographic and clinical characteristics of the patients, dif-
ferences between groups were assessed using the y? test for
categorical variables. Differences between groups for con-
tinuous variables were assessed with the Kruskal-Wallis
test, with post hoc tests adjusting for multiple comparisons.
In the comparison of infection and sepsis, multivariable
logistic regression analysis was employed to evaluate the
association between biomarker levels and the presence
of sepsis. In the comparison of sepsis and septic shock,
the same type of analysis was employed to evaluate the
association between biomarker levels and the presence
of septic shock. Only biomarkers yielding P <0-050 in

© 2020 The Authors.
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univariable analysis were tested in multivariable analy-
ses. Potential confounding clinical factors that yielded
P <0-100 in univariable analysis were introduced as adjust-
ing variables in multivariable analyses, followed by multi-
ple testing correction by the false discovery rate using the
Benjamini—Hochberg procedure. The optimal operating
point in the area under the curve (AUC) analysis was iden-
tified as described previously!.

Results

There was a total of 100 patients with infection, 95 with
sepsis and 57 with septic shock. Patients with infection
were significantly younger than those in the other groups
(Table 1), and the healthy controls. Proportions of men
to women were similar in all patient groups and control
subjects. Patients with sepsis and septic shock had more
antecedent cardiovascular, respiratory or renal disease. The
proportion of patients needing urgent surgery was similar
in the three groups. Abdominal surgery was the most
frequent type, and the abdomen was the predominant
source of infection in all three patient groups.

Respiratory infection was more common in patients with
sepsis or septic shock than in patients with infection alone.

www.bjsopen.com B7S Open 2020; 4: 524-534
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The prevalence of bacteraemia was highest in patients with
septic shock, where Gram-negative bacteria dominated
(Table 1).

Patients with septic shock showed the highest degree
of organ failure as assessed by the SOFA score. Duration
of hospital stay was directly associated with severity. No
patient in the infection group died in hospital, compared
with seven of 95 (7 per cent) patients with sepsis and 22 of
57 (39 per cent) with septic shock (7able 1).

Coagulopathy (as assessed by the international nor-
malized ratio) and decreased lymphocyte and monocyte
counts were related to increasing severity. Biomarker levels
showed a generalized trend to increase with disease severity
(Figs 1 and 2; Table S3, supporting information).

Confounding factors from Table 1 that yielded P <0-100
in univariable analysis, to be introduced as adjusting vari-
ables in multivariable analyses, are shown in 7able S4 (sup-
porting information).

Multivariable analysis of biomarker levels to evaluate the
risk of sepsis versus infection identified seven biomarkers of
endothelial dysfunction, two of neutrophil degranulation
and 13 of emergency granulopoiesis as independent risk
factors for sepsis (Table 2).

Multivariable analysis to evaluate the risk of septic shock
versus sepsis revealed four biomarkers of endothelial dys-
function, six of neutrophil degranulation and 14 of emer-
gency granulopoiesis as independent risk factors for septic
shock (Table 3).

The AUC analysis to assess biomarker sensitivity and
specificity indicated that mid-regional proadrenomedullin
(MR-ProADM) was the best biomarker for differentiating
sepsis from infection, whereas lipocalin 2 in plasma was the
best biomarker for distinguishing septic shock from sepsis
(Fig. 3).

Discussion

This study found that a panel of seven biomarkers
related to endothelial dysfunction (MR-ProADM, syn-
decan (SDC) 1, thrombomodulin (THBD), angiopoietin
(ANGPT) 2, endothelial cell-specific molecule 1, vascular
cell adhesion molecule 1 and E-selectin) were associated
with the presence of sepsis in patients with infection. This
suggests that induction of endothelial injury is an early
event as organ dysfunction develops.

SDC1 and MR-proADM were the biomarkers showing
the highest odds ratios for sepsis. SDCI is a glycosamino-
glycan shed from the endothelial glycocalyx during sepsis,
and levels in plasma correlate with the SOFA score?®?!,
In the present study, MR-proADM was the biomarker of
endothelial dysfunction showing not only the strongest

© 2020 The Authors.
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association but also the best balance between sensitivity and
specificity for sepsis, with an AUC of 0-86. Adrenomedullin
is secreted from various organs and tissues, includ-
ing vascular endothelial cells. It regulates vascular
tone and endothelial permeability’>. MR-proADM, the
mid-regional fragment of proadrenomedullin, is more sta-
ble and directly reflects levels of the rapidly degraded active
adrenomedullin peptide??. There is growing evidence of
the value of MR-ProADM as an early marker of severity in
patients with infection’* and as a predictor of organ failure
in patients with community-acquired pneumonia?®’.

In the comparison of sepsis and septic shock, the number
of biomarkers of endothelial dysfunction independently
associated with septic shock dropped to four (SDCI,
MR-ProADM, THBD and ANGPT?2). In contrast, six
biomarkers denoting neutrophil degranulation were asso-
ciated with septic shock: proteinase 3 (a serine protease),
lipocalin2 (a neutrophil gelatinase-associated protein),
interleukin-18 receptor type 1 (an inductor of neutrophil
degranulation)’¢, matrix metalloproteinase (MMP) 8 (a
neutrophil collagenase), lactoferrin (a major iron-binding
protein) and myeloperoxidase (a heme protein). Only
two of these biomarkers seemed relevant to differentiate
sepsis from plain infection (lipocalin2 and MMP8), sug-
gesting that neutrophil degranulation may be important
in the pathogenesis of septic shock. Proteins released
from neutrophil granules could be mediating antibacterial
effects®?7 30 and may participate in tissue remodelling’’,
attenuation of inflammation’? and preventing the delete-
rious effects of neutrophil extracellular traps®*. However,
increased intravascular levels of degranulated proteins
could induce enhanced proteolysis®**, endothelial injury
and organ failure®’~37.

Proteinase 3 and lipocalin2 had strongest associations
with the presence of septic shock. Neutrophil degran-
ulation can lead to increased endothelial permeability
via a mechanism that, in part, involves the actions of
proteinase 3%, and a multimarker model containing pro-
teinase 3 was able to predict the risk of septic acute kidney
injury in patients with septic shock*'. In the present
study, lipocalin2 was the marker showing the best bal-
ance between sensitivity and specificity in detecting septic
shock. Lipocalin 2 has been used for risk stratification, early
diagnosis and prognostication of sepsis in the emergency
department*®#. This protein is associated with mortality
and multiple organ dysfunction syndrome in severe sepsis
and septic shock*. Lipocalin2 has been promoted as a
relatively robust predictor of 28-day mortality in severe
sepsis®.

The present study has shown that emergency granulo-
poiesis is a preserved signature of both sepsis and septic
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shock, although to a greater degree in septic shock. The
observed parallel between emergency granulopoiesis sig-
natures and severity is in agreement with a previous study’
demonstrating that, in sepsis, the increased presence of cir-
culating immature granulocytes is linked to clinical deteri-
oration.

Regarding acute-phase biomarkers, procalcitonin
showed modest associations with the risk of sepsis and
septic shock, while C-reactive protein showed a mild asso-
ciation, exclusively with the risk of sepsis. These results
indicate that neither procalcitonin nor C-reactive protein is
suitable for severity stratification in patients with infection.

Profiling protein levels in plasma of MR-ProADM and
lipocalin 2 could contribute to stratification of the severity
of infection, particularly in settings where calculation of the
SOFA score is not feasible. Evaluation of protein biomark-
ers is technically easier than evaluating those of transcrip-
tomic nature. Emerging point-of-care devices could result
in evaluation of these biomarkers in clinical practice as
results can be obtained in less than 1 h*.

This study has an important limitation in that biomark-
ers were compared only at diagnosis of infection, sep-
sis or septic shock. Further prospective follow-up studies
with serial sampling should validate the potential role of
MR-ProADM and lipocalin 2 in predicting clinical wors-
ening of patients with infection or sepsis.
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Abstract: Acute vascular endothelial dysfunction is a central event in the pathogenesis of sepsis, increasing
vascular permeability, promoting activation of the coagulation cascade, tissue edema and compromising
perfusion of vital organs. Aging and chronic diseases (hypertension, dyslipidaemia, diabetes mellitus,
chronic kidney disease, cardiovascular disease, cerebrovascular disease, chronic pulmonary disease, liver
disease, or cancer) are recognized risk factors for sepsis. In this article we review the features of endothelial
dysfunction shared by sepsis, aging and the chronic conditions preceding this disease. Clinical studies
and review articles on endothelial dysfunction in sepsis, aging and chronic diseases available in PubMed
were considered. The main features of endothelial dysfunction shared by sepsis, aging and chronic
diseases were: (1) increased oxidative stress and systemic inflammation, (2) glycocalyx degradation and
shedding, (3) disassembly of intercellular junctions, endothelial cell death, blood-tissue barrier disruption,
(4) enhanced leukocyte adhesion and extravasation, (5) induction of a pro-coagulant and anti-fibrinolytic
state. In addition, chronic diseases impair the mechanisms of endothelial reparation. In conclusion, sepsis,
aging and chronic diseases induce similar features of endothelial dysfunction. The potential contribution
of pre-existent endothelial dysfunction to sepsis pathogenesis deserves to be further investigated.

Keywords: aging; chronic disease; endothelium dysfunction; sepsis

1. Introduction

Sepsis is a major health problem worldwide. Data exclusively from high-income countries
suggests that 50.9 million cases of sepsis occur globally each year, with potentially 5.3 million deaths
annually [1]. The global burden of this disease is thought to be much higher, since data on sepsis
incidence in low-income and middle-income countries remain scarce. Vascular endothelial dysfunction
(ED) is a central event in the pathophysiology of sepsis [2]. ED precedes organ dysfunction and plays
an important role in its pathogenesis by increasing vascular permeability, promoting activation of the
coagulation cascade, tissue edema and compromising regional perfusion in vital organs [3].

Aging and chronic co-morbidities are recognized risk factors of sepsis. In a report from the American
Centers for Disease Control with 246 sepsis patients, the median age was 69 years. Most of the patients in
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this study (97%) had at least one co-morbidity. A total of 35% had diabetes mellitus, 32% had cardiovascular
disease (including coronary artery disease, peripheral vascular disease, or congestive heart failure), 23% had
chronic kidney disease, and 20% had chronic obstructive pulmonary disease [4]. Two large epidemiological
studies on sepsis, which already use the new SEPSIS-3 criteria to define this disease [5], provide a similar
picture of the clinical characteristics of sepsis patients. The studies of Rhee et al. with 173,690 patients [6] and
Donnelly et al. with 1080 patients [7] reveal that the mean age of sepsis patients was 66.5 year and 69.7 year
respectively. In these large reports, the most frequent co-morbidities present in sepsis patients were those
participating of the metabolic syndrome (hypertension, dyslipidaemia, diabetes mellitus), chronic kidney disease,
cardiovascular disease, cerebrovascular disease, chronic pulmonary or liver disease, and cancer (Table 1).

Table 1. Mean age, sex and major co-morbidities associated to sepsis.

Rhee et al. (n = 173,690) Donnelly et al. (1 = 1080)

Age (mean in years) 66.5 Age (mean) 69.7
Sex (male) 57.6% Sex (male) 59.2%
Diabetes 35.7% Hypertension 74.5%
Chronic pulmonary disease 30.9% Dyslipidaemia 67.3%
Renal disease 26.8% Diabetes 41.8%
Congestive heart failure 25.4% Chronic kidney disease ~ 31.5%
Cancer 19.7% Myocardial infarction ~ 24.4%
Dementia or cerebrovascular disease 10.3%  Chronic lung disease 17.4%
Liver disease 10% Stroke 12.6%

These data correspond to the studies of Rhee et al. [6] and Donnelly et al. [7]. Co-morbidities are showed by their
observed prevalence in each study.

It is well-established that aging and the co-morbidities preceding sepsis induce chronic ED. As a result,
itis probably that the acute endothelial injury induced by sepsis in aged/chronic disease patients is occurring
on an endothelium which is, to a greater or lesser extent, already damaged. Surprisingly, until now there
are no studies evaluating the potential influence of the pre-existent ED on the acute ED secondary to sepsis.
This review article intends to explore this scenario by identifying common features of ED between sepsis
and their preceding risk factors (aging and chronic diseases). We have identified five major features of ED
shared between these conditions: (1) increased oxidative stress and systemic inflammation, (2) glycocalyx
degradation and shedding, (3) disassembly of intercellular junctions, endothelial cell death, blood-tissue
barrier disruption, (4) enhanced leukocyte adhesion and extravasation, (5) induction of a pro-coagulant and
anti-fibrinolytic state. Future research works should evaluate if these features could represent a pathogenic
trigger of sepsis in aged patients with chronic diseases suffering an infection.

2. Search Strategy and Selection Criteria

References for this literature review were identified through searches of PubMed for articles,
giving priority to those published in the last 10 years, which constitutes 95% of the articles cited
(Table 2). Terms used were “endothelial dysfunction”, “endothelium”, “sepsis”, “aging”, “elderly”.
The terms for the chronic diseases associated to sepsis considered in this review are showed in Table 1,
and were those reported by Rhee et al. [6] and Donnelly et al. [7]. These are the largest works published
to the present date detailing the risk factors associated to sepsis using the new SEPSIS-3 criteria to
define this disease [5]. Other terms searched in combination with “endothelial dysfunction” were

/a7i ”ou

“repair”, “progenitor cells”, “chemotherapy” and “radiotherapy”.

Table 2. References describing the features of endothelial dysfunction (ED).

Features of ED Sepsis Aging/Chronic Disease
Increased oxidative stress and systemic inflammation [3,8-10] [11-16]
Glycocalyx degradation and shedding [2,3,17,18] [19-29]

Disassembly of intercellular junctions, endothelial cell
death, blood-tissue barrier disruption

Enhanced leukocyte adhesion and extravasation [3,18,45,46] [14,15,23,41,47-53]
Induction of a pro-coagulant and anti-fibrinolytic state [3,8,17,30,54-56] [12,15,16,23,41,48,57-63]

[2,3,9,18,30,31] [11,32-44]

//////

Impairment in the mechanisms of endothelial repair [64] [65-68]
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3. The Healthy Endothelium

The vascular endothelium constitutes a semi-permeable barrier lining the inner surface of blood vessels
(Figure 1). It controls the exchange of fluids, solutes, plasma proteins and leucocytes, by opening and closing
the cell junctions composing it in a coordinated manner [69]. The normal vascular endothelium consists of
a layer of endothelial cells (ECs), supported on a basement membrane, with the glycocalyx on the luminal
side [45]. It prevents microorganisms to enter into tissues, exerting in addition a natural anticoagulant action

that prevents from uncontrolled activation of the coagulation system.
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Figure 1. The endothelium in different scenarios: (A) Healthy endothelium: the normal vascular endothelium
consists of a layer of endothelial cells with the glycocalyx on the luminal side. It prevents microorganisms to
enter into tissues, exerting in addition a natural anticoagulant action that prevents from uncontrolled activation
of the coagulation system; (B) Endothelial dysfunction (ED) induced by aging and chronic disease: senescence
and the comorbidities preceding sepsis are associated to the presence of a chronic status of increased oxidative
stress and inflammation, which induces glicocalyx degradation, apoptosis of endothelial cells, disassembly
of endothelial cell junctions, and increased expression of molecules which promotes leukocyte adhesion to
endothelial cells. In turn, these diseases induce a pro-coagulant and anti-fibrinolytic state with diminished
activation of protein C and increased production of tissue factor. Decrease in the production of nitric oxyde
by the endothelial nitric oxide synthase promotes platelet aggregation and adhesion. Finally, these diseases
impair production and function of Endothelial Progenitor Cells, impairing endothelial regeneration; (C) ED in
sepsis: sepsis induces similar features of ED to those caused by aging and chronic diseases, inducing oxidative
stress and inflammation, release of NETs and proteases by neutrophils, leading to fluid and cell leakage,
hypotension, microvascular thrombosis, inadequate organ perfusion, organ failure and shock in the most
severe cases. In addition, bacterial toxins can breach the endothelial barrier, by directly killing endothelial cells
(ECs), weakening the cytoskeleton within ECs, and breaking the junctions between ECs. Acute challenges
such as the aggression induced by surgery, trauma or hypervolemia could contribute to facilitate or enhance
ED in patients facing an infection. Images for representing cells were taken from “Smart Servier Medical Art”
(https:/ /smart.servier.com/). NO: nitric oxide.
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3.1. Glycocalyx (GCX)

It is an organized layer of sulfated proteoglycans, hyaluronan, glycoproteins, and plasma proteins
that adhere to a surface matrix which coats the luminal surface of the endothelium. It serves as
a protective barrier between the flowing blood and the vessel wall, contributing to maintain the
endothelial barrier to fluid and protein, to regulate leukocyte-endothelial adhesion and to inhibit
intravascular thrombosis [17].

3.2. Endothelial Cells (ECs)

ECs line our vasculature, as a one continuous layer resting on a basement membrane formed
by collagen, laminins, nidogens/entactins, and the proteoglycan perlecan. Endothelial cells lining
the vessel wall are connected by adherens junctions (mainly composed of vascular endothelial
(VE)-cadherin), tight junctions (predominantly consisting of occludins and claudins) and gap
junctions [2,70], which prevent leukocyte emigration and vascular leak [2]. Embedded in the basement
membrane and outside it is a non-continuous layer of cells known as pericytes, which are thought to
play a role in angiogenesis [45].

4. ED in Sepsis

Sepsis causes acute ED, inducing a pro-adhesive, pro-coagulant and anti-fibrinolytic state in ECs, altering
hemostasis, leukocyte trafficking, inflammation, barrier function, and microcirculation [30] (Figure 1).

4.1. Increased Oxidative Stress and Systemic Inflammation

There are a number of mediators participating in the “molecular storm” occurring in sepsis that
initiate and amplify injury to the endothelium. Between these molecules are bacterial endotoxins/pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs), cytokines, bradykinin, histamine, platelet-activating factor (PAF),
vascular endothelial growth factor (VEGEF), fibrin degradation products and reactive oxygen species (ROS)
such as hydrogen peroxide, hydroxyl anions, and superoxide [3,8-10]. In turn, the endothelium it is not just
a passive element suffering the aggression during sepsis, but also produces chemokines to attract immune
cells, boosting the inflammatory response [10].

4.2. GCX Degradation and Shedding

The “cocktail” of pro-inflammatory and pro-oxydative molecules induced by sepsis promotes
shedding of the GCX [2,3,18]. Release of damage-associated molecular patterns (DAMPs) such as
degradation products of the endothelial GCX (i.e., heparan sulfates) or components of Neutrophil
extracellular traps (NETs) amplifies this deleterious response [17,18].

4.3. Disassembly of Intercellular Junctions, Endothelial Cell Death, Blood—Tissue Barrier Disruption

The marked pro-inflammatory and oxidative response occurring in sepsis induces also the formation
of gaps between ECs by disassembly of intercellular junctions [2,3,18]. NETs released from dying
neutrophils induce death of ECs, an effect mediated by NETs-related proteases and cationic proteins such
as defensins and histones [30,31]. Bacterial toxins can breach the endothelial barrier, by directly killing
ECs, weakening the cytoskeleton within ECs, and breaking the junctions between ECs [9].

4.4. Enhanced Leukocyte Adhesion and Extravasation

Glycocalyx shedding exposes the endothelium to leukocyte adhesion [18]. Pro-inflammatory
cytokines induce expression of molecules such as p-selectin, E-selectin, intercellular adhesion molecule
1 (ICAM-1) or vascular cell adhesion molecule 1(VCAM-1) that allow adhesion of activated immune
cells to the vascular wall and promote transendothelial migration into surrounding tissues [3].
Activated neutrophils from sepsis patients adhered to endothelium mediate profound loss of
endothelial barrier integrity [46]. The proteases released by activated neutrophils could contribute to
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degrade junctional proteins [45]. Extravased neutrophils induce tissue damage producing potentially
destructive enzymes and oxygen-free radicals.

4.5. Induction of A Pro-Coagulant and Anti-Fibrinolytic State

In sepsis there is also a significant increase in the production of nitric oxide (NO, a potent vasodilator)
mediated by the inducible nitric oxide synthase (iNOS) [3,54]. In contrast, there is an important
decrease in the production of NO by endothelial nitric oxide synthase (eNOS), which impairs direct
vasodilatation, and promotes platelet and leukocyte adhesion [8]. Down-regulation of endothelial
expression of thrombomodulin and endothelial protein C receptors translates into diminished activation
of the activated protein C [30]. ECs release the procoagulant glycoprotein TF (tissue factor), whereas their
synthesis of TF pathway inhibitor is inhibited [30]. The activation of platelets and the coagulation cascade
causes microvascular thrombosis [17]. In addition, NETs provide a scaffold for thrombus formation,
promoting hypercoagulability in patients with sepsis [30]. The association of TF with NETs could target
thrombin generation and fibrin clot formation at sites of infection/neutrophil activation, with active
thrombin leading to increased platelet activation [55]. Acute vascular dysfunction and leakage contribute
to hypotension, inadequate organ perfusion, local hypoxia, ischemia and ultimately, to organ failure,
acute respiratory distress syndrome, shock and death in the most severe patients [8,56].

5. ED Associated to Aging and Chronic Disease

The same features of ED induced by sepsis are also induced by aging and chronic disease (Figure 1).

5.1. Increased Oxidative Stress and Systemic Inflammation

Aging is characterized by the presence of increased endothelial oxidative stress, as a result of
augmented production from the intracellular enzymes NADPH oxidase and uncoupled eNOS, as well
as from mitochondprial respiration in the absence of appropriate increases in antioxidant defenses [11].
Nitroso-oxydative stress contributes to ED associated with diabetes [12]. Vascular oxidative stress
and inflammation are major determinants of ED in atherosclerosis and cardiovascular diseases [13].
Inflammation and free radical formation contributes also to the pathogenesis of hypertension and
cancer [14]. In patients with Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD), chronic inflammation
not only impacts on lung parenchyma, but potentially also involves the endothelium of blood vessels,
which makes it a systemic disease [15]. Inflammation and oxidative stress play major roles in the
pathogenesis of ED in liver cirrhosis [16].

5.2. GCX Degradation and Shedding

Untreated hypertension, diabetes mellitus and hypercholesterolemia are associated to a reduced
endothelial GCX thickness [19-21]. Hyperglycaemia and oxidised low-density lipoprotein (LDL)
causes GCX dysfunction [22]. GCX degradation is an initial event in atherosclerosis, promoting
lipid deposition in the vessel wall [23]. Patients with chronic renal disease under dialysis have
an impaired GCX barrier and shed its constituents into blood [24]. Cigarette smoking (the main cause
of COPD) compromises endothelial GCX integrity [25]. Patients with end-stage liver disease show
marked increased concentration of syndecan-1 in plasma, a marker of GCX shedding [26]. Elevated
haematocrit, a risk factor for stroke and myocardial infarction, could induce a reduction in GCX
thickness [27]. Patients with heart failure with reduced ejection fraction have increased levels of the
GCX shedding marker median hyaluronic acid [28]. Lacunar stroke patients with white matter lesions
show compromised GCX barrier properties [29].

5.3. Disassembly of Intercellular Junctions, Endothelial Cell Death, Blood-Tissue Barrier Disruption

Sedentary aging enhances endothelial cell senescence. Senescent ECs show a pro-oxidant phenotype
with increased ROS production, which promote endothelial injury [11]. Tight junction structure and barrier
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integrity is significantly impaired in senescent ECs [32]. LDL from patients with hypercholesterolaemia
are inflammatory to microvascular endothelial cells, impairing in addition endothelial tight junction
expression [33]. Activation of endothelial inflammasomes due to increased free fatty acids produces
high mobility group box protein-1, HMGBI1, which disrupts inter-endothelial junctions and increases
paracellular permeability of endothelium [34]. High glucose concentrations induce disruption of endothelial
adherens junctions mediated by protein kinase C-3-dependent vascular endothelial cadherin tyrosine
phosphorylation [35]. Patients with chronic kidney diseases have increased levels of anti-endothelial
cell antibodies, and decreased expression of both adherens and tight junction proteins VE-cadherin,
claudin-1, and zonula occludens-1 [36]. Cigarette smoking disrupts intercellular adhesion molecules
between ECs and induces their apoptosis [37]. In COPD patients, circulating anti-endothelial cell antibodies
along with chronic oxidative and inflammatory stress induces apoptosis of ECs [38]. Cancer induces
also disruption of endothelial junctions, in particular adherens junctions [39]. Anticancer chemotherapy
may induce systemic damage of vascular endothelium related to massive cell loss and alterations of
endothelial function [40]. Radiotherapy causes premature senescence, apoptosis of endothelial cells and
increased vascular permeability [41]. Endothelial barrier is also altered in cardiovascular disease. Chemical
modification of tubulin caused by cardiometabolic risk factors and oxidative stress leads to reorganization
of endothelial microtubules, destabilizing vascular integrity and increasing permeability, which finally
results in increasing cardiovascular and cerebrovascular risk [42]. Intravascular albumin is important
for maintaining vascular integrity, since it contributes to preserve normal capillary permeability [43]
and the GCX structure [44]. Patients with malnutrition, liver disease or nephrotic syndrom could
present hypo-albuminemia.

5.4. Enhanced Leukocyte Adhesion and Extravasation

Aging is associated to stiffening of extracellular matrix within the intima, which promotes
EC permeability and leukocyte extravasation [47]. Hypertension induces vascular wall injury
and remodeling, a process which involves recruitment of leukocytes to the endothelium [14].
Glycocalix degradation in atherosclerosis facilitates the interaction between ECs and leukocytes [23].
Hyperglycemia induces activation of NF-«B in ECs, leading to an increased production of adhesion
molecules, leukocyte-attracting chemokines and cytokines activating inflammatory cells in the vascular
wall [48]. In chronic kidney disease, leukocytes acquire an adhesive phenotype, by mechanisms
mediated by hypoxia and by cytokines released from ischemic renal endothelium [49]. In patients
with COPD, fibrinogen is increased and stimulates the adhesion of platelets and white blood cells
to the vessel wall [15]. Tobacco nicotine causes a loss of functional integrity of endothelium by
causing vasospasm, stimulating the adhesion of leukocytes [50]. Up-regulation of selectins seems to be
a central event in metastatic progression in cancer, proteins which mediate tethering and rolling of
leukocytes to the vascular endothelium. Regarding cancer treatment, radiotherapy leads to increased
endothelial cell activation andexpression of VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1, E-selectin and p-selectin,
which promotes adhesion of leukocytes [41]. Chronic liver disease is characterized by upregulation of
endothelium-adhesion molecules such as CD11b in circulating leukocytes in blood [51]. Leukocyte
activation, adhesion and accumulation in the endothelium are events playing an important role in the
pathogenesis of different cardiac diseases (myocarditis, cardiomyopathy, cardiac hypertrophy and
failure, and ischemic heart disease) [52] and in ischemic cerebrovascular disease [53].

5.5. Induction of A Pro-Coagulant and Anti-Fibrinolytic State

Senescent ECs show reduced eNOS activity, which impairs their ability to inhibit platelet
aggregation [57]. Hypertension is associated to ED leading to attenuated NO formation because
of direct oxidative modification of eNOS [58]. GCX degradation in atherosclerosis causes ECs
to reduce their expression of eNOS [23]. Oxidative stress associated with hyperglicemia induces
eNOS uncoupling and reduce NO production [12]. Hyperglycemia, excess free fatty acid release and
insulin resistance in diabetes mellitus induces platelet hyperactivity [48]. Additionally, hyperglycemia
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generates a prothrombotic state by the increased production of lesion-based coagulants, such as
tissue factor, and the inhibitors of fibrinolysis, such as PAI-1 [48]. Patients with chronic renal
disease can show either coagulation defects and endothelial cell damage leading to a thrombophilic
state, which is characterized by the presence of high plasma concentration of fibrinogen, D-dimer,
thrombin—antithrombin complex, coagulation factor VII, vWE, thrombomodulin and PAI-1 [59].
Patients with COPD or liver cirrhosis have impaired eNOS activity also [15,16]. Smoking along
with the maintained pro-inflammatory state in COPD induce a thrombotic effect, by increasing platelet
activation and triggering coagulation cascade [15]. Cancer may result in activation of coagulation
and endothelial cell perturbation, leading to coagulopathies, a prothrombotic state and microvascular
dysfunction, by mechanisms involving tissue factor-mediated thrombin generation, down regulation
of endothelial cell-associated physiological anticoagulant pathways, deranged fibrinolysis and
dysfunctional ECs [60]. This pro-coagulating phenotype in cancer could also be favored in chemo and
radiotherapy [41,60]. Patients with chronic liver disease show hyperhomocysteinaemia, a disorder of
methionine metabolism, which has been suggested to cause endothelial injury and atherothrombotic
vascular disease by several mechanisms involving oxidative stress, altered production of NO and
impaired platelet-modulating activity [61]. Coronary heart disease associated with hypertension is
characterized by reduced endothelial NO synthesis [62]. Endothelial dysfunction and coagulation are
also involved in the pathogenesis of ischaemic stroke [63].

6. Impact of Aging and Chronic Disease on the Mechanisms of Endothelial Repair

Endothelial cell injury is mitigated by the reparative activity of bone marrow-derived endothelial
progenitor cells (EPCs). As recently described, EPCs could have a role in determining the prognosis
of patients with sepsis [64]. Cell senescence impairs the regenerative capacity of ECs. Age impairs
migration of endothelial progenitor cells (EPCs) reducing their ability to contribute to vascular repair [65].
Chronic diseases preceding sepsis decrease EPC availability and/or mobilization. The absolute number,
or functional capacity of EPCs, has been shown to be reduced in several disease states including diabetes,
hypertension, hypercholesterolemia, and chronic kidney disease [66]. Circulating EPCs from COPD are
dysfunctional, displaying impaired angiogenic ability and increased apoptosis [67]. Radiotherapy lowers
the number of circulating EPCs in cancer survivors [68]. The consequences of chemotherapy on EPCs at
the long term are unknown.

7. Link between Chronic Endothelial Dysfunction and Sepsis: “Proof of Concept” Studies

The evidence available from the literature shows that sepsis and their preceding risk factors
(aging and chronic diseases) share common features of ED, characterized by loss of the endothelium’s
tightly regulated balance and the presence of sustained EC activation. As occurs in sepsis, aging and
chronic ED promotes a pro-inflammatory, pro-oxidative and pro-coagulation status in the blood vessels,
favoring vasomotor tone alterations, platelet activation and leukocyte adhesion and transmigration.
In addition, aging and chronic diseases impair the regenerative ability of the endothelium. Aging and
chronic ED thus contribute to generating a basal degree of organ failure [14]. All of this draws
a scenario of “endothelial frailty” preceding sepsis. The presence of previous ED could represent thus
a predisposing factor for developing new ED when the patient suffers an infection (a phenomenon of
“Acute-on-Chronic ED”), contributing to generate new organ failure in these patients, or which is the
same, sepsis (Figure 1).

There is a number of “proof of concept” studies supporting the link between chronic ED and
sepsis (Figure 2). In an elegant study on a cohort of individuals with no sepsis living in the community,
Wang et al. showed that high basal levels of endothelial activation makers in serum (E-selectin and
ICAM-1) conferred a higher risk of developing future episodes of sepsis. As the authors discuss in this
article, basal elevation of these biomarkers may indicate individuals that are prone to develop a higher
degree of ED in the face of acute infection [71]. In a large epidemiological study, the same authors
identified an association between the antecedent of vascular disease and risk of developing sepsis,
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proposing endothelium dysfunction as the physiopathological link between these two conditions [72].
Schuetz P. et al. showed in a cohort of sepsis patients, that compared to non-diabetic patients,
those patients with diabetes had higher levels of circulating E-selectin and fms-like tyrosine kinase-1
(a VEGEF signaling protein contributing to vascular leak), and propose developing future studies to
investigate whether patients with diabetes suffering from sepsis show an enhanced activation of the
endothelium [73]. Similarly, Kern et al. evidenced that sepsis patients with preexisting coronary artery
disease shows increased endothelial injury (indicated by the elevated levels of ICAM-1, E-selectin,
and cGMP) compared to those with no antecedent of this disease [74]. Wiewel et al. showed that the
antecedent of hypertension and chronic cardiovascular insufficiency is associated with an increased
risk of hypothermic sepsis, an especially severe form of this disease, and propose a fractalkine-related
endothelial activation mechanism to explain the link between these cardiovascular risk factors and
sepsis [75]. Using an animal model, Doi et al. demonstrated that septic mice with pre-existing renal
disease had significantly higher mortality, vascular permeability, plasma vascular endothelial growth
factor levels (VEGEF; a growth factor known to enhance vascular permeability), and more severe septic
shock when compared to septic mice without pre-existing disease [76].

Wang etal 772

Previous ED Vascular disease

E-Selectin N .
T ICAM-1 M 4 “ 'T ‘ Risk of Sepsis
]
Schuetz et al 73
Diabetes Sepsis ‘
- - | Endothelial cell adhesion |
E——) 1‘ E-selectin 1\ —
IMII i “ Vascular permeability ‘
Kern etal 74
Coronary Artery Disease | Sepsis

E-Selectin

;1. EE—— T ICAM-1
L)

S T ‘ Endothelial injury
c ——————

Wiewel et al 7
Chronic cardiovascular
Hypertension insufficiency ‘ Hypothermic Sepsis ‘

W — 'T‘Frammne “ 1*\ Endothelial activation
"

Doi etal 76
Renal disease | Sepsis

— T had \,_'- T Vascular permeability

Figure 2. Proof of concept studies supporting the connection between chronic ED and sepsis. Images
for representing mice were taken from “Smart Servier Medical Art” (https://smart.servier.com/).
ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1; VEGF: vascular endothelial growth factor; cGMP: cyclic
guanosine monophosphate; sFLT-1: fms-like tyrosine kinase-1.

8. Other Factors Inducing ED before Sepsis

In addition to aging and chronic disease, there are other factors such as critical illness, surgery,
trauma or hypervolemia which induce ED preceding sepsis [77-79]. Increasing evidence supports that
this previous ED could facilitate the incidence of sepsis. Vassiliou A.G. et al. in a cohort of initially
non-septic critically-ill patients, found that the presence of elevated biomarkers of ED at ICU admission
(Soluble E- and p-selectin levels) predicted sepsis development [80]. In the same scenario (non-septic
critically-ill patients), Vassiliou A.G. et al. have also demonstrated that soluble endothelial protein C
receptor levels at intensive care unit (ICU) admission (a protein regulates the protein C anticoagulant
activity) are elevated in the subjects who will subsequently become septic [81]. In a recently published
article, Wei S. et al. demonstrate that a high degree of ED following traumatism (as assessed by levels
of Syndecan 1 in serum) is associated with an increased risk of developing sepsis [79]. An old work


https://smart.servier.com/

J. Clin. Med. 2018, 7, 400 9of 15

from Ikegami K. et al. showed that the degree of endothelial cell injury in patients suffering blunt
trauma (as quantified by the soluble thrombomodulin levels) predicted the incidence of sepsis [82].

9. Implications for Clinical Practice and Future Research

9.1. Quantifying ED to Predict or Early Detect Sepsis in Infected Patients

When an aged individual with chronic disease shows signs of infection, monitoring ED could
help to predict or early detect sepsis [17]. ED could be profiled “in vivo” using non-invasive image
techniques. Examples are flow-mediated vasodilation [66], intravital microscopy or hand-held video
images of sublingual microcirculation [3]. The other approach to evaluate ED is using biomarkers.
Biomarkers of ED have been reviewed elsewhere [83—-86] and include markers of endothelial
glycocalyx degradation such as heparan sulfate, chondroitin sulfate, hyaluronic acid and syndecan [87],
markers of endothelial cell activation such as endocan [88] or Angiopoietin-2 [85], cell adhesion
molecules such as selectins [85], ICAM-1 and VCAM-1 [88], vasoactive peptides such as midregional
proadrenomedullin [89] and midregional proatrial natriuretic peptide [84], coagulation inhibitors
such as thrombomodulin [84], molecules with vasoconstrictor and vasopressor activity such as
endothelin [85], growth factors such as vascular endothelial growth factor (VEGF) [85], and circulating
endothelial cells [66] as some of the most relevant. As previously proposed, a multimarker strategy
could represent the best approach to cover the different features of endothelial injury [84]. Methods
such as the ultra-high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry-based
multiple reaction allows to simultaneously profile multiple endothelial biomarkers [84]. Development
of “point of care” approaches for profiling ED at the community, the emergency room or at the hospital
ward could contribute to diagnose sepsis earlier [90].

9.2. Endothelium-Protective Therapies for the Prevention and Treatment of Sepsis

In elderly patients or those with chronic diseases who suffer an infection, combining antimicrobials
with drugs protecting the endothelium could prevent the development of sepsis or improve
outcome once sepsis is present. Many potential treatment options to prevent or treat ED have
been proposed, [13,44,86,91], but probably the most successful example to the present date is the
trial performed by Marik et al. These authors have demonstrated that the early administration of
intravenous vitamin C, corticosteroids and thiamine prevent progressive organ dysfunction and
reduce mortality of patients with sepsis [92]. In an elegant “in vitro” work, the group of Dr. Marik
demonstrated that Hydrocortisone and Ascorbic Acid exert a synergistic effect preventing and
repairing endothelial barrier dysfunction induced by Lipopolysaccharide [93]. Works on cellular
and animal models will help to elucidate the potential role of endothelium-protective drugs for the
prevention and treatment of sepsis in the infected host.

9.3. Other Potential Research Avenues

(1) Developing future studies evaluating the specific impact of aging and each one of the chronic
diseases discussed here on the endothelium will help to better understand their individual contribution
to sepsis. Animal and cellular models could be very useful to this regard. (2) Our review focused
on those co-morbidities linked to sepsis in high income countries. In low-middle income countries,
the epidemiological profile of sepsis is different. Sepsis patients are younger there, but they suffer
frequently from a number of conditions also linked to ED, such as malnutrition, malaria and HIV
infection. Evaluating the chronic impact of these conditions on the endothelium and also on the risk
of developing sepsis deserves further research efforts. (3) Our review addresses only vascular ED.
There is a total lack of information in the literature on the impact of sepsis, aging and chronic disease
on the lymphatic vessels” endothelium. The lymphatic system could have important implications in
sepsis physiopathology, since it is the main avenue for circulation of dendritic cells and lymphocytes.
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(4) Finally, studies evaluating the interactions between chronic endothelial, immunological, coagulation
and metabolic dysfunction will help to better understand the pathogenesis of sepsis (Figure 3).

INFECTION

Trauma -\/
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virulence
determinants
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Figure 3. Potentially synergistic factors contributing to sepsis. Blue circle: immunological, coagulation
or metabolic alterations previous to sepsis or induced by sepsis. Green circle: chronic endothelial
dysfunction (ED) pre-sepsis caused by aging and chronic diseases. Orange circle: acute ED induced by
sepsis secondary to microbial aggression, to the dysfunctional host response to infection, hypervolemia,
trauma, surgery, and/or to other acute insults facilitating sepsis.

10. Conclusions

Sepsis, aging and chronic disease induce similar features of ED. There is growing evidence
supporting that pre-existing ED could represent a predisposing factor for sepsis, facilitating the
induction of acute ED in those patients facing an infection. Further studies should elucidate whether
monitoring ED in elderly individuals with chronic disease could help to predict or to early identify
sepsis, and also if administration of drugs improving ED could have a beneficial effect to prevent or
treat this disease.
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IN VITRO METHOD FOR PREDICTING MORTALITY RISK IN PATIENTS
SUFFERING FROM INFECTION WITH ORGAN FAILURE

FIELD OF THE INVENTION

The present invention refers to the medical field. Particularly, the present invention refers to an
in vitro method for predicting mortality risk, or for selecting patients with a higher mortality risk,

among patients suffering from infection with organ failure, sepsis or septic shock.

PRIOR ART

Sepsis is defined as organ dysfunction caused by a dysregulated host response to infection.
Nowadays, this condition is one of the main healthcare problems in the intensive care unit (ICU),
reaching to 300-480 cases per 100.000 people of incidence and leading the cause of mortality
(20-30%) in the intensive care unit of the developed countries. Compared to other diseases,
sepsis incidence remains higher than cerebrovascular accident (76-119 per 100.000), acute
myocardial infarction (8%) and other pathologies with important social impact, such as breast
cancer (25.9-94.2 per 100.000) or AIDS (24 per 100.000). Moreover, sepsis is the first cause of
mortality in non-coronary ICUs, reaching the 30-50% of mortality in severe sepsis and 50-60%

in septic shock.

It has been reported that the death increased by 20% in sepsis patients for each one-hour increase
in door-to-antimicrobial time. Moreover, nowadays there is not an easy, quick and accurate
method for predicting mortality risk in patients suffering from infection with organ failure. The
gold standard used today for predicting mortality risk in sepsis patients is SOFA score
(Sequential Organ Failure Assessment score). However, this score is used to track a person's
status during the stay in an ICU to determine the extent of a person's organ function or rate of
failure. This means that SOFA score is not designed to be used in patients during the stay in the
hospital floor unit. On the other hand, SOFA is a complex method which is based on six different
scores, one each for the respiratory, cardiovascular, hepatic, coagulation, renal and neurological

systems.

So, in summary, nowadays, there is an unmet medical need of finding easy, quick and accurate
tools for predicting mortality risk in patients suffering from infection with organ failure, sepsis or

septic shock, which can be carried out not only in ICU but also in the hospital floor unit.
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The present invention is focused on solving the above-mentioned problems and it is herein
provided an in vitro method for predicting mortality risk in patients suffering from infection with
organ failure, sepsis or septic shock. According to the present invention, it could be possible to
get a rapid and accurate identification of patients suffering from infection with organ failure,
sepsis or septic shock with a high mortality risk, also in the hospital floor unit, that would help

the clinicians to provide specific treatments or measures.

DESCRIPTION OF THE INVENTION

Brief description of the invention

As a first step, 179 surgical patients with infection and organ failure were prospectively recruited
in the three participant surgical ICUs. 22 genes encoding granule proteins sequentially expressed
by granulocytes paralleling maturation were evaluated for their expression levels in blood. Area
under the curve (AUC) and multivariate regression analysis were employed to evaluate the
ability of gene expression to predict hospital mortality. Results were validated using the

microarray data of 72 patients from a previous study.

It was observed that eleven emergency granulopoiesis genes gave rise to an AUC > (.7 for
predicting mortality risk in patients suffering from infection with organ failure, sepsis or septic

shock (see Table 1)

Table 1
Gene AUC for predicting mortality
Gene name GeneID | AUC | [CI 95%] p OOP | Se (%) | Sp (%)
BPI HGNC:1095 | 0.77 | 0.68 | 0.85 | <0.001 | 598 | 72.4 72.7
TCN1 HGNC:11652 | 0.76 | 0.68 | 0.84 | <0.001 | 358 | 79.3 68.0
CD24 HGNC:1645 | 0.75 | 0.68 | 0.82 | <0.001 | 342 | 82.8 64.4
CEACAMS | HGNC:1820 | 0.74 | 0.66 | 0.81 | <0.001 | 203 | 86.2 62.7
LCN2 HGNC:6526 | 0.73 | 0.65| 0.82 | <0.001 | 3314 | 82.8 59.1
IL1R2 HGNC:5994 | 0.72 | 0.63 | 0.81 | <0.001 | 6996 | 69.0 73.3
LTF HGNC:6720 | 0.71 | 0.62 | 0.81 | <0.001 | 1500 | 75.9 70.0
OLFM4 HGNC:17190 | 0.71 | 0.61 | 0.80 | <0.001 | 840 | 72.4 68.7
STOM HGNC:3383 | 0.71 | 0.61 | 0.80 | <0.001 | 2688 | 69.0 65.3
MMPS8 HGNC:7175 | 0.70 | 0.60 | 0.80 | 0.001 | 2240 | 79.3 62.0
PRTN3 HGNC:9495 | 0.70 | 0.61 | 0.79 | 0.001 | 942 | 62.1 73.3

Table 1. Eleven emergency granulopoiesis genes with an AUC > 0.7. HGNC (HUGO Gene
Nomenclature Committee).
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Moreover, the above cited eleven genes were combined in order to find biomarker signatures
with an improved performance. For instance, Table 2 and Table 3 show, respectively,
combinations of two or three biomarkers comprising TCN1. Most of said combinations of
biomarkers are associated with an improved AUC value as compared with the AUC value of
TCNI alone. Moreover, all the AUCs included in Table 2 and Table 3 were compared with the
AUC of SOFA by using Hanley & McNeil test and the result indicated that there are not
statistically significant differences between the AUC of the combination of those genes and the

AUC of SOFA (which is 0.84).

Table 2
AUC [C195%] )4
TCN1 + CEACAMS 0.79 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 + IL1R2 0.78 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 + MMPS8 0.77 0.68 | 0.85 | <0.001
TCN1 + PRTN3 0.77 0.69 | 0.86 | <0.001
TCN1 +BPI 0.76 0.67 | 0.85 | <0.001
TCN1 + CD24 0.76 0.68 | 0.84 | <0.001
TCN1 + LTF 0.75 0.65 | 0.85 | <0.001
TCN1 + STOM 0.75 0.66 | 0.84 | <0.001
TCN1+ LCN2 0.74 0.65 | 0.84 | <0.001
TCN1 + OLFM4 0.74 0.64 | 0.84 | <0.001

Table 2. Combinations of two biomarkers comprising TCN1

Table 3

AUC [CI95%] )/

TCN1 + CEACAMS + IL1R2 0.81 0.74 | 0.88 | <0.001
TCN1 + CEACAMS + MMPS8 0.81 0.74 | 0.88 | <0.001
TCN1 +IL1R2 + PRTN3 0.81 0.74 | 0.88 | <0.001
TCN1 + BPI + IL1R2 0.80 0.73 | 0.87 | <0.001
TCN1 + BPI + MMP8 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 + BPI + CD24 0.79 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 + CD24 + CEACAMS 0.79 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 + CD24 + MMPS 0.79 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 + CD24 + PRTN3 0.79 0.72 | 0.87 | <0.001
TCN1 + CEACAMS + LTF 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001




TCN1 + CEACAMS +

OLFM4 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 + CEACAMS + STOM 0.79 0.72 | 0.87 | <0.001
TCN1 + CEACAMS + PRTN3 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 + CEACAMS + LCN2 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 + LCN2 + IL1R2 0.79 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 +1IL1R2 + LTF 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 + IL1R2 + OLFM4 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 +IL1R2 + MMPS 0.79 0.72 | 0.87 | <0.001
TCN1 + STOM + PRTN3 0.79 0.71 | 0.87 | <0.001
TCN1 + MMPS8 + PRTN3 0.79 0.72 | 0.87 | <0.001
TCN1 + BPI + CEACAMS 0.78 0.70 | 0.86 | <0.001
TCN1 + BPI + PRTN3 0.78 0.70 | 0.87 | <0.001
TCN1 + CD24 + IL1R2 0.78 0.71 | 0.86 | <0.001
TCN1 + LCN2 + PRTN3 0.78 0.70 | 0.86 | <0.001
TCN1 + LTF + MMPS8 0.78 0.69 | 0.87 | <0.001
TCN1 + LTF + PRTN3 0.78 0.69 | 0.86 | <0.001
TCN1 + OLFM4 + PRTN3 0.78 0.69 | 0.87 | <0.001
TCN1 + BPI1+ LTF 0.77 0.68 | 0.85 | <0.001
TCN1 + BPI + OLFM4 0.77 0.68 | 0.86 | <0.001
TCN1 + BPI + STOM 0.77 0.69 | 0.86 | <0.001
TCN1 + BPI + LCN2 0.77 0.68 | 0.85 | <0.001
TCN1 + CD24 + LTF 0.77 0.69 | 0.86 | <0.001
TCN1 + CD24 + OLFM4 0.77 0.69 | 0.86 | <0.001
TCN1 + CD24 + LCN2 0.77 0.69 | 0.85 | <0.001
TCN1 +1IL1R2 + STOM 0.77 0.69 | 0.85 | <0.001
TCN1 + OLFM4 + MMPS8 0.77 0.68 | 0.86 | <0.001
TCN1 + STOM + MMPS8 0.77 0.68 | 0.85 | <0.001
TCN1 + CD24 + STOM 0.76 0.67 | 0.85 | <0.001
TCN1 + LCN2 + STOM 0.76 0.67 | 0.85 | <0.001
TCN1 + LCN2 + MMPS 0.76 0.68 | 0.85 | <0.001
TCN1 + LTF + STOM 0.76 0.67 | 0.85 | <0.001
TCN1 + OLFM4 + STOM 0.76 0.66 | 0.85 | <0.001
TCN1 + LCN2 + LTF 0.75 0.66 | 0.85 | <0.001
TCN1 + LCN2 + OLFM4 0.75 0.65 | 0.85 | <0.001
TCN1 + LTF + OLFM4 0.75 0.65 | 0.85 | <0.001

Table 3. Combinations of three biomarkers comprising TCN1
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In a further stage, the expression levels of the eleven genes included in Table 1 [TCN1 + BPI +
CD24 + CEACAMS + LCN2 + ILIR2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3] were
combined in the form of an additive score (Emergency Granulopoiesis Gene Expression score,
EGEX). EGEX AUC to predict mortality was similar to that showed by the SOFA score (AUC
[CI95%]: EGEX = 0.82 [0.75 — 0.88]; SOFA = 0.84 [0.78 — 0.90]). Multivariate analysis
evidenced that EGEX was an independent predictor of mortality. Those patients with > 8 points
in the EGEX score presented a four-fold increase in their risk of mortality. EGEX score in the
microarray study predicted mortality with an AUC of 0.76 [0.64 — 0.87], the same to that yielded
by the SOFA score.

So, in summary, the present invention shows that there is a direct relationship between the
magnitude of emergency granulopoiesis and prognosis during severe infection and demonstrates
that the overexpression of the above cited genes denoting emergency granulopoiesis,
summarised by a combined score (EGEX), allows to predict mortality with a similar accuracy to
that of SOFA, a finding that was confirmed retrospectively by using microarray data from our

previous EXPRESS study.

A major strength of the present invention is that patients with infection, sepsis and septic shock
were included to cover the full spectrum of organ failure degree caused by an infection. Profiling
EGEX could help to estimate the mortality risk of a surgical patient with infection in an
objective and easy manner, avoiding the necessity to collect the information of the six items of

the SOFA score.

Consequently, the detection of the overexpression of the above cited genes contained in the
EGEX score by using ddPCR could help to early identify those infected patients deserving
intensive care. EGEX score could also represent a prognostic enrichment tool to selectively
recruit the most severe individuals in those trials testing drugs for improving prognosis of

patients with infection or sepsis.

In conclusion, the present invention is an improved alternative to the existing methods (mainly
SOFA score) used today, because the present invention can be easily implemented by measuring
the level of expression of the genes described above, by using known techniques like PCR, it can
be carried out not only in ICU but also in the hospital floor unit, and offers an AUC value similar

to the gold standard SOFA score.

So, the first embodiment of the present invention refers to an in vitro method for predicting
mortality risk among patients suffering from infection with organ failure, sepsis or septic shock

which comprises: a) Determining in a biological sample obtained from the patient the level of
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expression of at least TCNI1, and b) wherein a variation or deviation (preferably an
overexpression) of the level of expression measured in step a) is identified, with respect to the
reference level of expression determined in control survivor patients suffering from infection

with organ failure, sepsis or septic shock, is an indication of mortality risk.

The second embodiment of the present invention refers to an in vitro method for selecting
patients with a higher mortality risk among patients suffering from infection with organ failure,
sepsis or septic shock (i.e. prognosis enrichment) which comprises: a) Determining in a
biological sample obtained from the patient the level of expression of at least TCN1, and b)
wherein a variation or deviation (preferably an overexpression) of the level of expression
measured in step a) is identified, with respect to the reference level of expression determined in
control survivor patients suffering from infection with organ failure, sepsis or septic shock, is an

indication of mortality risk.

Such as it is indicated in the first and second embodiments of the present invention, the gene
TCNI1 has been selected as the main biomarker because it offers a good individual AUC value
(see Table 1) and also it is able to improve the AUC value when it is combined with other
biomarkers, such as it can be seen in Tables 2 and 3. In any case, although TCN1 is herein
defined as a preferred biomarker, any of the biomarkers included in Table 1, or any combination
thereof, could be used in the context of the present invention, for example the following
combinations associated with an AUC > 0.77 for predicting mortality risk in patients suffering
from infection with organ failure, sepsis or septic shock: [TCN1 + CEACAMS], [TCN1 +
ILIR2], [TCN1 + MMPS], [TCN1 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + ILIR2], [TCN1 +
CEACAMS + MMPS8], [TCN1 + IL1R2 + PRTN3], [TCN1 + BPI + IL1R2], [TCN1 + BPI +
MMPS], [TCN1 + BPI + CD24], [TCN1 + CD24 + CEACAMS], [TCNI1 + CD24 + MMPSg],
[TCN1 + CD24 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LTF], [TCN1 + CEACAMS + OLFM4],
[TCN1 + CEACAMS + STOM], [TCN1 + CEACAMS + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS +
LCN2], [TCN1 + LCN2 + IL1R2], [TCN1 + IL1R2 + LTF], [TCN1 + IL1R2 + OLFM4], [TCN1
+ IL1R2 + MMPg], [TCN1 + STOM + PRTN3], [TCN1 + MMP8 + PRTN3], [TCN1 + BPI +
CEACAMS], [TCN1 + BPI + PRTN3], [TCN1 + CD24 + IL1R2], [TCN1 + LCN2 + PRTN3],
[TCN1 + LTF + MMP8], [TCN1 + LTF + PRTN3], [TCN1 + OLFM4 + PRTN3], [TCN1 + BPI
+ LTF], [TCN1 + BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM], [TCN1 + BPI + LCN2], [TCN1 +
CD24 + LTF], [TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCNI1 + CD24 + LCN2], [TCN1 + IL1R2 +
STOM], [TCN1 + OLFM4 + MMPS], [TCN1 + STOM + MMPS§], or even the following
combination of eleven biomarkers: [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS + LCN2 + ILIR2 +
LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3].
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So, in a preferred embodiment of the invention, the step a) of the above defined methods
comprises determining the level of expression of: [TCN1 + CEACAMS], [TCN1 + ILIR2],
[TCN1 + MMPS8], [TCN1 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + IL1R2], [TCN1 + CEACAMS +
MMPS8], [TCN1 + IL1R2 + PRTN3], [TCN1 + BPI + IL1R2], [TCN1 + BPI + MMPS], [TCN1 +
BPI + CD24], [TCN1 + CD24 + CEACAMS], [TCN1 + CD24 + MMPS], [TCN1 + CD24 +
PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LTF], [TCN1 + CEACAMS + OLFM4], [TCN1 + CEACAMS
+ STOM], [TCN1 + CEACAMS + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LCN2], [TCN1 + LCN2 +
ILIR2], [TCN1 + IL1R2 + LTF], [TCN1 + ILIR2 + OLFM4], [TCN1 + ILIR2 + MMPS],
[TCN1 + STOM + PRTN3], [TCN1 + MMPS8 + PRTN3], [TCN1 + BPI + CEACAMS], [TCN1
+ BPI + PRTN3], [TCN1 + CD24 + IL1R2], [TCN1 + LCN2 + PRTN3], [TCN1 + LTF +
MMPS8], [TCNI1 + LTF + PRTN3], [TCN1 + OLFM4 + PRTN3], [TCN1 + BPI + LTF], [TCN1
+ BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM], [TCN1 + BPI + LCN2], [TCN1 + CD24 + LTF],
[TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCN1 + CD24 + LCN2], [TCNI1 + IL1R2 + STOM], [TCNI1 +
OLFM4 + MMPS], [TCN1 + STOM + MMPS], or even of the following combination of eleven
biomarkers: [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS + LCN2 + IL1IR2 + LTF + OLFM4 + STOM +
MMPS8 + PRTN3].

In a preferred embodiment of the invention, the above cited methods comprise a) Determining
the level of expression of any of the combinations of biomarkers included in the present
invention, in a biological sample obtained from the patient, b) processing the expression level
values in order to obtain a risk score and c¢) wherein if a deviation or variation of the risk score
value obtained for any of the above cited combinations of biomarkers is identified, as compared

with a reference value, this is indicative of mortality risk.

In a preferred embodiment of the invention, the method is performed within 24 hours from the

patient admission.

In a preferred embodiment of the invention, the biological sample is whole blood, serum or

plasma.

In a preferred embodiment the above cited genes are overexpressed as compared with the

controls.

The third embodiment of the present invention refers to the in vitro use of TCN1, [TCNI1 +
CEACAMS], [TCN1 + IL1IR2], [TCN1 + MMPS], [TCN1 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS +
IL1R2], [TCNI1 + CEACAMS + MMPS8], [TCN1 + IL1R2 + PRTN3], [TCN1 + BPI + IL1R2],
[TCN1 + BPI + MMP8], [TCN1 + BPI + CD24], [TCN1 + CD24 + CEACAMS], [TCN1 +
CD24 + MMPS], [TCN1 + CD24 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LTF], [TCNI1 +
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CEACAMS + OLFM4], [TCN1 + CEACAMS8 + STOM], [TCN1 + CEACAMS8 + PRTN3],
[TCN1 + CEACAMS + LCN2], [TCN1 + LCN2 + IL1R2], [TCN1 + IL1R2 + LTF], [TCN1 +
IL1R2 + OLFM4], [TCNI1 + IL1R2 + MMP8], [TCNI1 + STOM + PRTN3], [TCN1 + MMPS§ +
PRTN3], [TCN1 + BPI + CEACAMS], [TCNI1 + BPI + PRTN3], [TCNI1 + CD24 + IL1R2],
[TCN1 + LCN2 + PRTN3], [TCN1 + LTF + MMPS], [TCN1 + LTF + PRTN3], [TCNI1 +
OLFM4 + PRTN3], [TCN1 + BPI + LTF], [TCNI1 + BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM],
[TCNI1 + BPI + LCN2], [TCN1 + CD24 + LTF], [TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCN1 + CD24 +
LCN2], [TCN1 + IL1R2 + STOM], [TCN1 + OLFM4 + MMPg], [TCN1 + STOM + MMPS], or
even of the following combination of eleven biomarkers: [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS +
LCN2 + IL1R2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMP8 + PRTN3] for predicting mortality risk
among patients suffering from infection with organ failure, sepsis or septic shock or for selecting
patients with a higher mortality risk among patients suffering from infection with organ failure,

sepsis or septic shock.

The fourth embodiment of the present invention refers to a kit adapted for predicting mortality
risk among patients suffering from infection with organ failure, sepsis or septic shock or for
selecting patients with a higher mortality risk among patients suffering from infection with organ
failure, sepsis or septic shock which comprises: a) Tools or media for obtaining a whole blood,
serum or plasma sample from the patient, and b) Tools or media for measuring the expression
level of TCN1, [TCN1 + CEACAMS], [TCN1 + IL1R2], [TCN1 + MMPS8], [TCN1 + PRTN3],
[TCN1 + CEACAMS + IL1R2], [TCN1 + CEACAMS + MMPS], [TCN1 + IL1R2 + PRTN3],
[TCN1 + BPI + IL1R2], [TCNI1 + BPI + MMPS8], [TCN1 + BPI + CD24], [TCN1 + CD24 +
CEACAMS], [TCN1 + CD24 + MMPS], [TCNI1 + CD24 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS +
LTF], [TCN1 + CEACAMS + OLFM4], [TCN1 + CEACAMS + STOM], [TCN1 + CEACAMS8
+ PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LCN2], [TCNI1 + LCN2 + IL1R2], [TCN1 +IL1R2 + LTF],
[TCNI1 + IL1R2 + OLFM4], [TCNI1 + IL1R2 + MMPS8], [TCN1 + STOM + PRTN3], [TCN1 +
MMP8 + PRTN3], [TCN1 + BPI + CEACAMS], [TCNI1 + BPI + PRTN3], [TCNI1 + CD24 +
IL1R2], [TCN1 + LCN2 + PRTN3], [TCN1 + LTF + MMPS], [TCN1 + LTF + PRTN3], [TCN1
+ OLFM4 + PRTN3], [TCN1 + BPI + LTF], [TCN1 + BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM],
[TCNI1 + BPI + LCN2], [TCN1 + CD24 + LTF], [TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCN1 + CD24 +
LCN2], [TCN1 + IL1R2 + STOM], [TCN1 + OLFM4 + MMPg], [TCN1 + STOM + MMPS], or
even of the following combination of eleven biomarkers: [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS +
LCN2 +IL1R2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMP8 + PRTN3].

The fifth embodiment of the present invention refers to a method for treating or for deciding the

next steps or measures to be taken with a patient suffering from infection with organ failure,
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sepsis or septic shock and having a high mortality risk (for instance recruiting those individuals
in trials testing drugs for improving prognosis of patients with infection or sepsis), which
comprises a previous or initial step wherein the patient is diagnosed or identified using the above

cited methods of the invention.

For the purpose of the present invention the following terms are defined:

e The expression “infection with organ failure” refers to the situation where the patient has
been invaded by disease-causing agents (pathogens) causing an organ dysfunction.
Precisely, “infection with organ failure” refers to the situation where there is a
documented or suspected infection and 1 point is scored on SOFA scale.

e The expression “sepsis” refers to a life-threatening condition that arises when the body's
response to infection causes injury to its tissues and organs. Precisely, according to the
“Sepsis-3” criteria, “sepsis” refers to the situation where there is a documented or
suspected infection in the presence of multiorgan failure, defined as an acute increase of
2 or more points on the SOFA scale, assuming a score of 0 in those patients where the
previous existence of organ failure is not known.

e The term “septic shock™ is a potentially fatal medical condition that occurs when sepsis,
which is organ injury or damage in response to infection, leads to dangerously low blood
pressure and abnormalities in cellular metabolism. Precisely, according to the “Sepsis-3”
criteria, “septic shock” refers to the situation where there is sepsis associated with
persistent hypotension that requires the use of vasopressors to maintain a MAP (Mean
Arterial Pressure) > 65 mmHg and the presence of lactate > 2 mmol/L, despite
performing correct fluid therapy.

e The expression “reference level of expression determined in control survivor patients
suffering from infection with organ failure, sepsis or septic shock”, refer to a “reference
value” of the concentration level of the biomarkers. If the level of expression of the
biomarkers measured in patients suffering from infection with organ failure, sepsis or
septic shock is higher or lower, preferably higher, as compared with said “reference
value”, this is an indication of mortality risk.

e A “reference value” can be a threshold value or a cut-off value. Typically, a "threshold
value" or "cut-off value" can be determined experimentally, empirically, or theoretically.
A threshold value can also be arbitrarily selected based upon the existing experimental
and/or clinical conditions, as would be recognized by a person of ordinary skilled in the
art. The threshold value has to be determined in order to obtain the optimal sensitivity

and specificity according to the function of the test and the benefit/risk balance (clinical
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consequences of false positive and false negative). Preferably, the person skilled in the art
may compare the biomarker levels (or scores) obtained according to the method of the
invention with a defined threshold value. Typically, the optimal sensitivity and specificity
(and so the threshold value) can be determined using a Receiver Operating Characteristic
(ROC) curve based on experimental data. For example, after determining the levels of the
biomarkers in a group of reference, one can use algorithmic analysis for the statistic
treatment of the measured concentrations of biomarkers in biological samples to be
tested, and thus obtain a classification standard having significance for sample
classification. The full name of ROC curve is receiver operator characteristic curve,
which is also known as receiver operation characteristic curve. It is mainly used for
clinical biochemical diagnostic tests. ROC curve is a comprehensive indicator that
reflects the continuous variables of true positive rate (sensitivity) and false positive rate
(1-specificity). It reveals the relationship between sensitivity and specificity with the
image composition method. A series of different cut-off values (thresholds or critical
values, boundary values between normal and abnormal results of diagnostic test) are set
as continuous variables to calculate a series of sensitivity and specificity values. Then
sensitivity is used as the vertical coordinate and specificity is used as the horizontal
coordinate to draw a curve. The higher the area under the curve (AUC), the higher the
accuracy of diagnosis. On the ROC curve, the point closest to the far upper left of the
coordinate diagram is a critical point having both high sensitivity and high specificity
values. The AUC value of the ROC curve is between 1.0 and 0.5. When AUC>0.5, the
diagnostic result gets better and better as AUC approaches 1. When AUC is between 0.5
and 0.7, the accuracy is low. When AUC is between 0.7 and 0.9, the accuracy is good.
When AUC is higher than 0.9, the accuracy is quite high. This algorithmic method is
preferably done with a computer. Existing software or systems in the art may be used for
the drawing of the ROC curve, such as: MedCalc 9.2.0.1 medical statistical software,
SPSS 19.0.

The term “mortality risk” refers to the estimation of the likelihood of in-hospital death for
a patient. According to the present invention, mortality risk exists when the expression
levels of the biomarkers are higher or lower (i.e. there is a variation or deviation),
preferably higher, as compared with said “reference value”.

By "comprising" is meant including, but it is not limited to, whatever follows the word
"comprising". Thus, use of the term "comprising" indicates that the listed elements are
required or mandatory, but that other elements are optional and may or may not be

present.
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e By "consisting of” is meant “including, and limited to”, whatever follows the phrase
“consisting of”. Thus, the phrase "consisting of” indicates that the listed elements are

required or mandatory, and that no other elements may be present.

Description of the figures

Figure 1. AUC analysis for evaluating the accuracy of the EGEX score [TCN1 + BPI + CD24 +
CEACAMS + LCN2 + IL1R2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3] to predict hospital
mortality in comparison with that of the SOFA score (derivation cohort). EGEX was built based
on gene expression results obtained by ddPCR. Hanley and McNeil test was employed to
identify significant differences between both AUCs.

Figure 2. Expression levels of the EGEX score [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS + LCN2 +
IL1R2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3] and of the eleven genes composing it.

c/ng: copies of cDNA per nanogram of initial mMRNA analyzed; Ln: napierian logarithm.

Figure 3. AUC analysis for evaluating the accuracy of the EGEX score [TCN1 + BPI + CD24 +
CEACAMS + LCN2 + IL1R2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3] to predict hospital
mortality in comparison with that of the SOFA score (validation cohort). EGEX was built based
on gene expression results obtained by microarrays. Hanley and McNeil test was employed to

identify significant differences between both AUCs.

Detailed description of the invention

Example 1. Materials and Methods
Example 1.1. Patients and controls

179 surgical patients with infection and organ failure were prospectively recruited in the surgical
ICUs of the three participant hospitals from January 2017 to January 2019. Presence of infection
was defined following the CDC/NHSN Surveillance Definitions for Specific Types of Infections.
Presence of organ failure was assessed by using the Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) score. Sepsis and septic shock were defined using the SEPSIS-3 consensus. A specific
standard survey was employed in the participant hospitals to collect the clinical data, including
medical history, physical examination and hematological, biochemical, radiological,
microbiological investigations. 16 healthy controls of similar age and sex characteristics of the

cases were recruited from the Center of Hemodonation and Hemotherapy of Castilla y Leon
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(CHEMCYL, Valladolid, Spain). A validation cohort composed by 72 patients was used to
retrospectively validate the results for the EGEX for predicting mortality.

The study was approved by the respective Committees for Ethics in Clinical Research of the
three 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) and fulfill the standards indicated by the Declaration of Helsinki.
Written informed consent was obtained from the patients” relatives or their legal representative

before enrolment.

Standard cultures in biological samples guided by the presumptive source of the infection were
performed to assess the presence of bacterial and fungal infection. Potentially contaminant

microorganisms were not considered.

Example 2. Quantification of emergency granulopoiesis gene expression levels

22 genes encoding granule proteins which are sequentially expressed in the bone marrow by
granulocytes paralleling maturation were evaluated for their expression levels in blood. Genes
were selected based on the results of our EXPRESS (Gene Expression in Sepsis) microarray
study [Almansa R, Heredia-Rodriguez M, Gomez-Sanchez E, Andaluz-Ojeda D, Iglesias V, Rico
L, Ortega A, Gomez-Pesquera E, Liu P, Aragon M, Eiros JM, Jiménez-Sousa MA, Resino S,
Gomez-Herreras I, Bermejo-Martin JF, Tamayo E: Transcriptomic correlates of organ failure
extent in sepsis. J Infect 2015, 70:445-56], which compared gene expression profiles of surgical
patients with and without sepsis (microarray data from this study are available at the Array
Express microarray data repository with code E-MTAB-1548). 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 emergence of organ failure. 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). 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 uL) was further diluted (1/25), and 2.5 uL (5 ng of total mRNA) were employed for
quantification of target gene expression using ddPCR on a BioRad QX200 platform (California,

USA), according to the manufacturer instructions. Expression of the genes selected for the study
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was quantified using predesigned TagMan Assay Primer/Probe Sets, (FAM or VIC labelled
MGB probes, Thermo Fisher/Scientific-Life Technologies, Waltham, MA): Matrix
metallopeptidase 8§ (MMPS8): Hs01029057 m1; Lactotransferrin (LTF): Hs00914334 ml;
Proteinase 3 (PRTN3):Hs01597752 ml; lipocalin 2/ neutrophil gelatinase associated lipocalin
(LCN2/NGAL): Hs01008571 ml; Olfactomedin 4 (OLFM4): Hs00197437 ml; Elastase
(ELANE): Hs00236952 m1; Myeloperoxidase (MPO): Hs00924296 ml; cathepsin G (CTSG):
Hs00175195 ml; azurocidin 1 (AZU1): Hs00156049 ml; defensin alpha 4 (DEFA4):
Hs00157252 m1; Bactericidal / permeability-increasing protein (BPI): Hs01552756 ml;
Interleukin 18 Receptor 1 (IL18R1): Hs00977691 m1l; Carcinoembryonic antigen related cell
adhesion molecule 8 (CEACAMS): Hs00266198 ml; Carcinoembryonic antigen related cell
adhesion molecule 6 (CEACAMS6): Hs03645554 ml; Small Cell Lung Carcinoma Cluster 4
Antigen (CD24): Hs02379687 sl; transcobalamin 1 (TCNI1): Hs01055542 ml; Stomatin
(STOM): Hs00925242 ml; Interleukin 1 Receptor Type 2 (IL1R2): Hs00174759 m1; Cluster of
Differentiation molecule 177 molecule (CD177): Hs00360669 ml; chitinase 1 (CHIT1):
Hs00185753 ml; matrix metallopeptidase 9 (MMP9):  Hs00957562 ml; matrix
metallopeptidase 25 (MMP25): Hs00360861 ml. Briefly, ddPCR was performed using 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 C1000Touch Thermal Cycler
(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.

Example 3. Statistical analysis

For the demographic and clinical characteristics of the patients, differences between groups were
assessed using the Chi-square test for categorical variables and the Mann—Whitney U test for
continuous variables when appropriate. The accuracy of each gene of emergency granulopoiesis
for predicting hospital mortality was evaluated by calculating the area under the curve (AUC).
Those genes yielding an AUC > 0.7 to predict mortality risk were selected to form an additive
score (emergency granulopoiesis gene expression score: EGEX). To build EGEX, the optimal
operating point (OOP) in the AUC analysis was identified. EGEX assigned one additional point
for each one of the genes which expression levels were above the OOP. We employed the
Hanley and McNeil test to compare the AUC obtained with EGEX to predict mortality with that
obtained with the SOFA score. The ability of EGEX as independent predictor of mortality was

confirmed by using a multivariate logistic regression analysis. Those potential confounding
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factors which yielded p-values < 0.1 in the univariate analyses were introduced as adjusting
variables in the multivariate analysis. Finally, results from our previous EXPRESS study (Arrays
Express code E-MTAB-1548) were employed to retrospectively validate the accuracy of EGEX
to predict hospital mortality, using an AUC analysis and the Hanley and McNeil test to compare
it against the predictive ability of the SOFA score.

Example 2. Results.
Example 2.1. Clinical characteristics of the patients

SOFA ranged from 1 to 14 with a mean of 6 (SD=3.6). Survivors were younger than the non-
survivor’s group. Patients of both groups were similar in terms of sex composition, surgery type,
source of infection and microbiological findings. The profile of comorbidities was also similar
between both groups, with the exception of the diabetes mellitus, which was more frequently
present in non-survivors. Prevalence of septic shock was higher in those patients who died. As
expected, non-survivors showed a higher degree of organ failure as assessed by the SOFA score
and they stayed longer at the ICU. Coagulation alterations were more patent in non-survivors,
who had prolonged INR and lower platelet counts. In turn, lymphocyte and monocyte counts

were lower in patients who did not survive.
Example 2.2. Gene expression levels across groups

The expression levels of emergency granulopoiesis genes were higher in non-survivors
compared with survivors, with the exception of those corresponding to DEFA4, MMPY,
MMP25. In turn, gene expression levels in both groups were higher than those showed by the
healthy controls.

Example 2.3. Gene expression levels for predicting mortality

AUC analysis selected eleven genes to form the EGEX score for prediction of hospital mortality
(Table 1). As evidenced by a further analysis, EGEX AUC to predict mortality was similar to
that showed by the SOFA score, as evidenced by the absence of differences in the Hanley and
McNeil test (Figure 1). Expression levels of the eleven genes forming the EGEX score in
healthy controls, survivors and non-survivors are showed in Figure 2. Results from the
multivariate analysis evidenced that EGEX was an independent factor for predicting mortality
risk in patients with infection and organ failure. The OOP for EGEX in the AUC was 8 points.
Those patients with > 8 points in the EGEX score presented a four-fold increase in their risk of

mortality (Table 4).
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Table 4
Multivariate analysis Multivariate analysis for the OOP
OR | [CI95%] )/ OR [C195%] )/
Age 1.06 | 0.99 | 1.13 | 0.104 | 1.05 0.98 1.11 0.170
Diabetes mellitus 2.18 | 0.68 | 694 | 0.190 | 2.32 0.72 7.50 0.159
Abdominal surgery 1.94 ] 051 | 7.38 | 0334 | 1.83 0.48 7.05 0.378
Vascular surgery 4.28 1 0.27 | 66.93 | 0.300 | 4.19 0.25 70.59 0.320
Respiratory source of infection | 3.25 | 0.84 | 12.59 | 0.088 | 3.45 0.88 13.54 0.076
PCT (ng/mL) Ln 1.341095| 1.90 | 0.098 | 1.38 0.97 1.96 0.076
SOFA score 1.25] 099 | 1.60 | 0.066 | 1.23 0.96 1.57 0.098
Septic Shock 2.31(0.63| 842 | 0.205| 2.66 0.73 9.70 0.139
EGEX 1.22 1 1.03 | 1.44 | 0.022 - - - -
EGEX OOP (>8) - - - - 4.02 1.27 12.7 0.018
Table 4. Multivariate analysis for evaluating mortality risk. Ln: napierian logarithm; OOP: Optimal
Operating Point.

Example 2.4. Validation of the results using microarray data

Expression levels of those genes forming EGEX were employed to build the same score using
the results from our previous microarray study (the EXPRESS study). Data from 72 patients with
infection and organ failure were analyzed for this purpose. As evidenced by using ddPCR,
microarray data showed also that the EGEX score predicted hospital mortality with similar

accuracy to that of SOFA score (Figure 3).
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CLAIMS

1. In vitro method for predicting mortality risk among patients suffering from infection with
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organ failure which comprises:
a. Determining in a biological sample obtained from the patient the level of
expression of at least TCN1, and
b. Wherein a variation or deviation of the level of expression measured in step a) is
identified, with respect to the level of expression determined in control survivor
patients suffering from infection with organ failure, is an indication of mortality

risk.

2. In vitro method for selecting patients with a higher mortality risk among patients

suffering from infection with organ failure which comprises:
a. Determining in a biological sample obtained from the patient the level of
expression of at least TCN1, and
b. Wherein a variation or deviation of the level of expression measured in step a) is
identified, with respect to the level of expression determined in control survivor
patients suffering from infection with organ failure, is an indication of mortality

risk.

. In vitro method, according to any of the previous claims, wherein the patients are

suffering from sepsis or septic shock.

In vitro method, according to any of the previous claims, wherein the step a) comprises
determining the level of expression of [TCN1 + CEACAMS], [TCN1 + IL1R2], [TCNI1 +
MMP8] or [TCN1 + PRTN3].

In vitro method, according to any of the previous claims, wherein the step a) comprises
determining the level of expression of [TCN1 + CEACAMS + IL1R2], [TCN1 +
CEACAMS + MMPS], [TCN1 + ILIR2 + PRTN3], [TCNI1 + BPI + IL1R2], [TCNI1 +
BPI + MMP8], [TCN1 + BPI + CD24], [TCN1 + CD24 + CEACAMS], [TCN1 + CD24
+ MMP8], [TCN1 + CD24 + PRTN3], [TCNl + CEACAMS + LTF], [TCN1 +
CEACAMS8 + OLFM4], [TCN1 + CEACAMS8 + STOM], [TCN1 + CEACAMS +
PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LCN2], [TCN1 + LCN2 + IL1R2], [TCN1 + IL1R2 +
LTF], [TCNI + ILIR2 + OLFM4], [TCN1 + ILIR2 + MMPS], [TCN1 + STOM +
PRTN3], [TCN1 + MMP8 + PRTN3], [TCN1 + BPI + CEACAMS], [TCN1 + BPI +
PRTN3], [TCN1 + CD24 + ILIR2], [TCN1 + LCN2 + PRTN3], [TCNIl + LTF +
MMPS8], [TCN1 + LTF + PRTN3], [TCN1 + OLFM4 + PRTN3], [TCN1 + BPI + LTF] ,
[TCN1 + BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM], [TCN1 + BPI + LCN2], [TCN1 +
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CD24 + LTF], [TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCNI1 + CD24 + LCN2], [TCN1 + IL1R2 +
STOM], [TCN1 + OLFM4 + MMPS] or [TCN1 + STOM + MMP8].

In vitro method, according to any of the previous claims, wherein the step a) comprises
determining the level of expression of [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS + LCN2 +
IL1R2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3].

In vitro method, according to any of the previous claims, which comprises a)
Determining the level of expression of any of the combinations of biomarkers of claims 4
to 6, in a biological sample obtained from the patient, b) processing the expression level
values in order to obtain a risk score and ¢) wherein if a deviation or variation of the risk
score value obtained for any of the above cited combinations of biomarkers is identified,
as compared with a reference value, this is indicative of mortality risk.

In vitro method, according to any of the previous claims, wherein the method is
performed within 24 hours from the patient admission.

In vitro method, according to any of the previous claims, wherein the biological sample is
whole blood, serum or plasma.

In vitro use of TCN1 for predicting mortality risk among patients suffering from infection
with organ failure or for selecting patients with a higher mortality risk among patients
suffering from infection with organ failure.

In vitro use of TCN1, according to claim 10, for predicting mortality risk among patients
suffering from sepsis or septic shock, or for selecting patients with a higher mortality risk
among patients suffering from sepsis or septic shock.

In vitro use, according to any of the claims 10 or 11, of [TCN1 + CEACAMS], [TCN1 +
ILIR2], [TCN1 + MMP8], [TCN1 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + IL1R2], [TCNI1 +
CEACAMS + MMPS], [TCNI1 + IL1R2 + PRTN3], [TCN1 + BPI + IL1R2], [TCN1 +
BPI + MMPS], [TCN1 + BPI + CD24], [TCN1 + CD24 + CEACAMS], [TCN1 + CD24
+ MMPS], [TCN1 + CD24 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LTF], [TCN1 +
CEACAMS + OLFM4], [TCN1 + CEACAMS + STOM], [TCN1 + CEACAMS +
PRTN3], [TCN1 + CEACAMS + LCN2], [TCNI1 + LCN2 + IL1R2], [TCNI1 + IL1R2 +
LTF], [TCN1 + IL1R2 + OLFM4], [TCN1 + ILIR2 + MMP8], [TCN1 + STOM +
PRTN3], [TCN1 + MMP8 + PRTN3], [TCN1 + BPI + CEACAMS], [TCN1 + BPI +
PRTN3], [TCN1 + CD24 + IL1R2], [TCN1 + LCN2 + PRTN3], [TCNI1 + LTF +
MMP8], [TCN1 + LTF + PRTN3], [TCN1 + OLFM4 + PRTN3], [TCN1 + BPI + LTF]
[TCN1 + BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM], [TCN1 + BPI + LCN2], [TCN1 +
CD24 + LTF], [TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCNI1 + CD24 + LCN2], [TCN1 + IL1R2 +
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STOM], [TCN1 + OLFM4 + MMPS8], [TCN1 + STOM + MMPS8], or [TCN1 + BPI +
CD24 + CEACAMS + LCN2 + ILIR2 + LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3].

13. Kit adapted for predicting mortality risk among patients suffering from infection with

organ failure or for selecting patients with a higher mortality risk among patients

suffering from infection with organ failure which comprises:

a.

Tools or media for obtaining a whole blood, serum or plasma sample from the
patient, and

Tools or media for measuring the expression level of TCNI1, [TCNI1 +
CEACAMS], [TCN1 + IL1R2], [TCN1 + MMPS], [TCN1 + PRTN3], [TCNI1 +
CEACAMS + IL1R2], [TCN1 + CEACAMS + MMPS], [TCN1 + IL1R2 +
PRTN3], [TCNI1 + BPI + IL1R2], [TCNI + BPI + MMPS8], [TCN1 + BPI +
CD24], [TCN1 + CD24 + CEACAMS], [TCN1 + CD24 + MMPS8], [TCN1 +
CD24 + PRTN3], [TCN1 + CEACAMS8 + LTF], [TCN1 + CEACAMS +
OLFM4], [TCN1 + CEACAMS + STOM], [TCN1 + CEACAMS + PRTN3],
[TCN1 + CEACAMS + LCN2], [TCN1 + LCN2 + IL1R2], [TCN1 + IL1R2 +
LTF], [TCN1 + IL1R2 + OLFM4], [TCNI1 + IL1IR2 + MMPg], [TCN1 + STOM
+ PRTN3], [TCN1 + MMPS8 + PRTN3], [TCNI1 + BPI + CEACAMS], [TCN1 +
BPI + PRTN3], [TCNI1 + CD24 + IL1R2], [TCN1 + LCN2 + PRTN3], [TCN1 +
LTF + MMPS], [TCN1 + LTF + PRTN3], [TCN1 + OLFM4 + PRTN3], [TCN1 +
BPI+ LTF], [TCN1 + BPI + OLFM4], [TCN1 + BPI + STOM], [TCN1 + BPI +
LCN2], [TCN1 + CD24 + LTF], [TCN1 + CD24 + OLFM4], [TCN1 + CD24 +
LCN2], [TCN1 + ILIR2 + STOM], [TCN1 + OLFM4 + MMPS], [TCN1 +
STOM + MMPS], or [TCN1 + BPI + CD24 + CEACAMS + LCN2 + IL1R2 +
LTF + OLFM4 + STOM + MMPS8 + PRTN3].

14. Kit, according to claim 13, adapted for predicting mortality risk among patients suffering

from sepsis or septic shock, or for selecting patients with a higher mortality risk among

patients suffering from sepsis or septic shock.
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ABSTRACT

IN VITRO METHOD FOR PREDICTING MORTALITY RISK IN PATIENTS
SUFFERING FROM INFECTION WITH ORGAN FAILURE

In vitro method for predicting mortality risk in patients suffering from infection with organ
failure. The present invention refers to an in vitro method for predicting mortality risk, or for
selecting patients with a higher mortality risk, among patients suffering from infection with

organ failure, sepsis or septic shock.



20

FIGURES
Figure 1
1.0
— EGEX
0,8 Reference line
20,6
>
=
7}
c
& 04-
024 §
0,0 T T T T
00 0,2 04 06 08 1.0
1 - Specificity
EGEX 0.82 | 0.75 | 0.88 | <0.001
n.s.
SOFA score 0.84 | 0.78 | 0.90 | <0.001
Figure 2
12,001
10,00
-]
c 8,001
-
o
~ 6,00
At
o
@ 4001 — *
*
2,00+

Healthy Survivors  Non
Controls

Survivors



Figure 2 (Cont.)

21

12,00

10,00

o
o
<

>
o
2

CD24 (c/ng) Ln
{ B
(1]
*

[N
o
?

o]

0,001 *

Healthy Survivors Non
Controls Survivors

12,00

10,00

TCN1 (c/ng) Ln

ES
[=)
<

5 *

*

N}
[=)
<

Healthy Survivors Non
Controls Survivors



Figure 2 (Cont.)

22

12,001

CEACAMS (c¢/ng) Ln _
8 8 8 8 8

g

; ,.

*

Healthy Survivors Non
Controls Survivors

12,001

LCN2 (c/ng) Ln _
8 8 8

8

_'é

3

Healthy Survivors Non
Controls Survivors



23

Figure 2 (Cont.)

12,00+

|o:oo- * T
. + | *

*

8

ILAR2 (c/ng) Ln
g8 8

2,007

Healthy Survivors Non
Controls Survivors

12,00+

LTF (¢/ng) Ln ~
8 & 8§

8

1

g

Healthy  Survivors Non
Controls Survivors



24

Figure 2 (Cont.)

12,00+
10,00-
c
= 8,001
? n
c
S 6,001 .
s
S 4,00
o
2,00+ °
*
0,00 *
Healthy Survivors Non
Controls Survivors
12,00
10,00-
" u
)
& B
S 6,001 — o
g *
4' ]
B o
2,00 -
Healthy  Survivors Non

Controls Survivors



25

Figure 2 (Cont.)
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DIARIO DE CASTILLA Y LEON

Las luces que acorralan a la sepsis
E. LERA | 17 de mayo de 2020
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Marta Martin, investigadora predoctoral del grupo BioSepsis del IBSAL-Hospital Universitario Rio Hortega.- EL
MUNDO

Una investigadora predoctoral del Rio Hortega trabaja para detectar qué
biomarcadores en sangre se [Jelevan durante los diferentes estadios de la



enfermedad y cuales podrian predecir su prondstico

Los griegos ya buscaban la manera de arrojar luz sobre una infeccién que complica el sistema inmune
del paciente al no ser capaz de montar una respuesta adecuada, provocando un fallo de multiples
érganos y sistemas del organismo, lo que conlleva en muchas ocasiones la muerte. La sepsis es una
enfermedad que cuanto més tiempo pasa en la persona sin el correspondiente tratamiento, mayor es
la probabilidad de fallecimiento. Por este motivo, el diagnéstico precoz es fundamental.

Y es que no tiene un sintoma guia como ocurre en otras patologias. ¢ Qué significa? Por ejemplo, si
ahora mismo cualquiera presencia que una persona tiene un dolor en el pecho que irradia al brazo
izquierdo, automaticamente piensa en que puede ser un infarto; eso es un sintoma guia. En la sepsis
no pasa, lo que dificulta mucho su deteccioén y su pronéstico. Esto hace que sea un sindrome con una
elevadisima incidencia y mortalidad en todo el mundo.

En este sentido, se estima que en los paises desarrollados se producen 31,5 millones de casos de

sepsis al aio, 19,4 millones de casos graves y 5,3 millones de muertes. De hecho, es una dolencia

que afecta a los paises desarrollados debido a la esperanza de vida y a los habitos. En concreto, en

Espafia los datos apuntan a 50.000 casos y 17.000 fallecimientos anuales, lo que establece una ratio
de 50 ébitos al dia.

La mejor forma de combatir la patologia es ser lo mas precoces posible, ya que cuanto antes se
detecte, antes se iniciara el tratamiento y, por tanto, se podra mejorar el pronéstico. La sepsis suele
originarse a causa de una infeccion bacteriana, por lo que el antibiético juega un papel clave. En los
casos mas graves, que ya requieren un ingreso en unidades de cuidados criticos, se establecen,
ademas, otros tratamientos de soporte vital avanzado.

En este camino de encontrar luces para eliminar las sombras de esta patologia aparece Marta Martin.
Esta biéloga e investigadora predoctoral en el grupo BioSepsis del Instituto de Investigacion
Biomédica de Salamanca (IBSAL) y el Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid trabaja en
un proyecto que se centra en detectar qué biomarcadores en sangre se elevan durante los diferentes
estadios de la enfermedad, con el objetivo de poder estratificar a los pacientes con infeccién, y mejorar
tanto el diagndstico como el pronéstico. También buscan qué biomarcadores podrian predecir el
prondstico de esta dolencia.

En este punto, detalla que han investigado diferentes biomarcadores asociados a eventos
presentes en la fisiopatologia de la sepsis, como son el dafio endotelial, la degranulacién de los
neutrdfilos y la granulopoyesis de emergencia. Asi, han descubierto que en ese momento critico en el
que una infeccion pasa de ser una infeccion normal para complicarse en una sepsis se elevan una
serie de biomarcadores en sangre relacionados con el dafio endotelial, en especial, una proteina
llamada MR-ProADM.

Por otro lado, Martin comenta que han hallado que, en el siguiente escalén de gravedad, cuando una
sepsis deriva en shock séptico, se elevan una serie de biomarcadores de la sangre relacionados
con la degranulacion del neutréfilo, principalmente, una proteina conocida como lipocalina 2. A su
juicio, implementar una tecnologia Point of care que sea capaz de medir estas dos proteinas de forma
rapida, sencilla y fiable seria de «<muchisima utilidad» para valorar la gravedad de los pacientes con
infeccion, ya que mas del 80% de los casos de sepsis se origina en la comunidad y no en el hospital,
por lo que necesitan herramientas como estas que puedan aplicarse en cualquier ambito sanitario, y
que permitan a los clinicos realizar un diagndstico e implementar las medidas de tratamiento
necesarias lo antes posible y asi, ganar tiempo.

Como es una enfermedad con una elevadisima mortalidad, apunta que también han investigado qué
biomarcadores podrian servir a los profesionales para conocer el prondstico de esta patologia como
alternativa a las escalas clinicas que se emplean en la actualidad, y que solo pueden utilizarse en
unidades de cuidados criticos debido a los pardmetros que recogen, lo que dificulta su uso en otras
unidades de hospitalizacion.

En esta linea, la investigadora expone que han descubierto una combinacién de 11 genes elevados
en sangre relacionados con la granulopoyesis de emergencia que son capaces de predecir que
pacientes tienen un mayor riesgo de mortalidad con la misma fiabilidad que la escala mas utilizada



para dicho propésito, y cuyo uso podria ponerse en funcionamiento en cualquier unidad de
hospitalizacion. Ya han presentado una patente europea.

En su opinién, es un proyecto innovador porque en un escenario unico y utilizando ultimas
tecnologias, estudia el papel que desempefian estos biomarcadores con la meta de estratificar la
gravedad y evaluar su capacidad de prondstico en la infeccién de forma objetiva, sencilla y rapida.

«Nuestros resultados brindan nuevas herramientas que pueden mejorar los resultados que ofrecen las
ya existentes. Por tanto, la implementacion de estas nuevas herramientas podria suponer un gran
avance en el manejo de la enfermedad», sostiene Marta Martin.

Las ventajas de esta investigacién son muchas. En primer lugar, dice que permitiria estratificar la
gravedad de una persona con infeccion, asi como valorar su pronéstico esté donde esté.

«Se podria diferenciar qué pacientes pueden evolucionar a una sepsis y cuéles a un shock septico. Y
con esa informacion tomar decisiones. También se puede usar en cualquier unidad de
hospitalizaciony, subraya para, a continuacion, afiadir que la sepsis es una de las patologias que
conlleva un mayor coste sanitario para los sistemas de salud mundiales, incluido el espariol, ya que los
pacientes que la padecen requieren un elevado volumen de recursos.

En este punto, defiende que el proyecto en el que estan trabajando ofrece la posibilidad de optimizar el
uso de estos recursos al lograr una mayor rapidez y eficacia tanto a la hora de establecer el
diagnéstico como en la toma de decisiones y tratamientos, pudiendo evitar alcanzar estadios de mayor
gravedad de la dolencia, que requieren estancias mas prolongadas en las unidades de cuidados
criticos.

En el futuro pretenden validar los resultados mediante nuevas tecnologias que faciliten ain mas su
aplicacion en la rutina clinica y que posibiliten explotar todo el potencial.

«Queremos cada dia estar méas cerca de nuestro objetivo ultimo que, al fin y al cabo, es conseguir
frenar esta terrible enfermedad», concluye la investigadora del grupo BioSepsis.

Puede ver este articulo en la siguitente direccién /articulo/innovadores/luces-acorralan-sepsis/20200517115525009634.html
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLIiNICA QUE
IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE SALAMANCA

SERVICIO / UNIDAD: SERVICIO DE ANESTESIOLOGIA Y REANIMACION
INVESTIGADOR RESPONSABLE: JOSE MARIA CALVO VECINO / JESUS F BERMEJO
TELEFONO DE CONTACTO: 983 42 04 00

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

NOMBRE DE LA LINEA DE TRABAJO: Desarrollo de un escore molecular de fallo de 6rgano
(mSOFA) para diagndstico y pronédstico de sepsis

VERSION DE DOCUMENTO: 01/02/2017

I) Finalidad de la linea de trabajo propuesta: la sepsis es una enfermedad grave que ocurre
cuando no se puede controlar una infeccién. En su grado mas extremo puede causar fallo del
funcionamiento de varios érganos 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 que nos permitan identificar a los pacientes con infecciéon 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.

Il) Algunas consideraciones sobre su participacion:

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

importantes:

A) La donacién de muestras es totalmente voluntaria.

B) Puede plantear todas las dudas que considere sobre su participacion en este estudio.

C) Se solicita su autorizacion para la toma y uso en investigaciéon 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 investigador principal

considere necesarios para avanzar en la linea de trabajo arriba expuesta.

D) Se le tomara 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 donacion

Se entrega copia de este documento al paciente ANEXO 1
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA INVESTIGACION CLIiNICA QUE
IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE SALAMANCA

de sangre apenas tiene efectos secundarios; lo mas frecuente es la aparicion de pequefios

hematomas en la zona de puncion que desaparecen transcurridos 1 o 2 dias.

E) No percibira ninguna compensacién econémica o de otro tipo por las muestras donadas y éstas
no tendran valor comercial. No obstante, la informaciéon 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 poblacién, 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 Infeccion 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 Jesus F Bermejo (responsable del proyecto). La muestra quedara alli depositada
de forma indefinida, al menos hasta la consecucion 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 seran tratados segun lo dispuesto en la
legislacién vigente sobre proteccion de datos de caracter personal (Ley Organica 15/1999), de 13

de diciembre) y cualquier otra que resultara aplicable.

H) La informacion obtenida se almacenara en una base de datos, en soporte informatico,
registrada en la Agencia Espafiola de Proteccién de Datos, segun la legislacion vigente (Ley
Organica 15/1999). Los datos registrados seran tratados estadisticamente de forma codificada. En
todo momento el donante tendra derecho de acceso, rectificacion o cancelacion de los datos
depositados en la base de datos siempre que expresamente lo solicite. Para ello debera 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 informacién clinica asociada a las mismas podran ser

cedidas a otros investigadores designados por el Investigador Principal para trabajos relacionados

Se entrega copia de este documento al paciente ANEXO 1
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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 autorizacion a nuestro Comité

Etico de Investigacién Clinica.

J) La falta de consentimiento o la revocacioén 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 informacién 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 informacion asociada al estudio.

Se entrega copia de este documento al paciente ANEXO 1
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IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS

HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE SALAMANCA

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

Estudio: Desarrollo de un escore molecular de fallo de 6rgano (mSOFA) para diagndstico y
pronodstico 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 informacién 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
informacion al paciente que me ha sido entregada.

- Accedo a que los médicos del HOSPITAL CLINICO UNIVERSITARIO DE SALAMANCA
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 CLINICO UNIVERSITARIO DE SALAMANCA
contacten conmigo en caso de que los estudios realizados sobre mis muestras / datos aporten
informacion 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.

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.

Se entrega copia de este documento al paciente ANEXO 1
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IMPLIQUE MUESTRAS BIOLOGICAS
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FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMBRE Y APELLIDOS FECHA

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.

Estudio: Desarrollo de un escore molecular de fallo de 6rgano (mSOFA) para diagndstico y
pronodstico de sepsis

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

Yo revoco el consentimiento de

participacion en el estudio, arriba firmado con fecha

Firma:

Se entrega copia de este documento al paciente ANEXO 1
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PROTOCOLO DE RECOGIDA DE MUESTRAS.

ORDEN RECOMENDADO DE EXTRACCION PARA LAS MUESTRAS DEL PROYECTO

1. Pruebas de rutina
2.
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 extraccién 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 quiridrgicos que cumplan

los criterios de diagnostico.

EDTA: Recoger 1 solo tubo por paciente:

Procedimiento de obtencion de la muestra:

e Extraer sangre periférica en un tubo EDTA (3-4ml).[Tapdn

morado]

e Agitar cuidadosamente para evitar la formacién de coagulos.

e Rotular en el tubo: En la pegatina del paciente se pondra el
nuimero de historia y la fecha de extraccién 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 CAUSA_NuUmero de historia + Fecha de extraccién
e Congelar en una caja especifica de congelacién a -80°C.

PAXgene: Recoger 2 tubos por paciente.

Procedimiento de obtencion 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 CAUSA_Numero de historia + Fecha de extraccion

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.

ANEXO S
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HOJA DE RECOGIDA DE DATOS CLINICOS.

DATOS PERSONALES  Agregar nuevo paciente +
ID (n2 caso): (Nuevo) FECHAS: Ingreso HOSPITAL: Fecha de infeccion:
Ne de Historia Clinica: e Ingreso en REA: Alta en REA:
Nombre: Fecha Intubacion: Extubacion:
12 Apellido: Fecha Reintubacion: Fecha Extubacién
22 Apellido: Alta HOSPITAL: de Reintubacion:
Sexo: z MORTALIDAD

Fecha de Nacimiento: Fecha exitus

Edad: Mortalidad hospitalaria: ﬂ Lugar exitus hospital: 3
Peso (Kg): Nota: Para copiar el N2 de Historia Mortalidad tras el alta: ~] Lugar exitus tras el M
Talla (m): use:Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V alta:
Causa exitus:
MOTIVO DE INGRESO:  [Cirugia [JCausamédica [ ITraumatismo

Especificar motivo de

_ Reintervencion:
ingreso:

i . . Fecha:
Incidencias resefiables:

[JPor sangrado

Tipo de cirugia

Ne de Historia Clinic _ Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V

4 Cirugia: ‘ j‘ Fecha de Cirugia: Duracién de la cirugia (minutos):

SUEROTERAPIA ADMINISTRADA:  Cristaloides (mL): Coloides (mL):
HEMODERIVADOS: Hematies (mL): Plaquetas (mL): Plasma (mL):
TIPO DE CIRUGIA:

CX General: ORL: Traumatologia: Toracica: Neurocirugia:
Localizacién: 3 E 3 E E
Etiologia: 3

Cardiaca: Vascular: Ginecologia: Urologia: OTRAS:
DATOS COMPLEMENTARIOS
FE (%): T2 de CEC: T2 CLAMP: EUROSCORE: ASA:
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Antecedentes Personales y Comorbilidades

Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V

N2 de Historia Clinica: _

[ INO Comorbilidades []Antecedentes NO DISPONIBLES

[]Coronaria
[Jvalvulopatia

[IFibrilacién auricular

[JAlergia [JHTA
[JPenicilina [Hipertensién pulmonar

Otras alergias [Hepatopatia

o [ JEnfermedad Autoinmune especificar enfermedad autoinmune:
[IFumador | [lObesidad
[[]Alcoholismo ] Embarazada
[JAbuso de drogas []Otra enfermedad digestiva  especificar enf digestiva:
CARDIOPATIA: ENF. RESPIRATORIA

[CJepoc

[Jasma

] OXiGENO DOMICILIARIO (CEPAP)
[ INOCTURNA

[]Enfermedad Neurolégica

[Iictus con secuelas

[Jictus sin secuelas

[JINSUFICIENCIA RENAL CRONICA
Creatinina Previa:

[IDIALISIS

INMUNOSUPRESION

[JCANCER ultimos 3 meses [ ] Metastasis

[JEsplectomizado
CJviH

[] Corticoides inhalado ultimos 3 meses
[[ICorticoides orales tltimos 3 meses

[] Quimioterapia (dltimos 3 meses)
[]Radioterapia (ultimos 3 meses)

[Jotros Inmunosupresores

TRATAMIENTOS previos:
[JHormonas tiroideas
[‘]Estatinas previas
[‘]Betabloqueantes [‘] otros tratamientos
Uinsulina Otros tratamientos especificar:
[] Antidiabéticos orales

[I Diuréticos

["]Anticoagulantes

DM:
[Jinsulin dependiente

[INo insulin dependiente

OTRAS:
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Variables asociadas a la fecha de reclutamiento

NOTA: Recoger el peor dato del dia

N2 Historia Clinica:

Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V

Fecha:

\VARIABLES GENERALES:

Te central:

Frecuencia cardiaca:

Frecuencia respiratoria (n2 de respiraciones):
D Ventilacién Mecanica  Tipo VM:

Fi02: Pa02/Fi02:
[JEsponténea

FiO2 con ventimask:

Litros de Oxigeno:

Balance de liquidos (24 HORAS):

Liquidos totales (entradas, 24 HORAS):

Glucemia:

IVARIABLES INFLAMATORIAS: |

Leucocitos (n2/ml):

Linfocitos (%):
Monocitos (%):
Neutréfilos (%):
Eosinéfilos (%):
Baséfilos (%):
Cayados (% de
formas inmaduras):

Cayados (numero
absoluto)

Procalcitonina:

PCR Plasmatica:

GASOMETRIA venosa:

Lactato venoso
(mmol/L):

Ph venoso:
Bicarbonato venoso:
PvO2:

PvCO2:

Sv02:

GAP CO2:

Glasgow:

Apache II:

Hto (%):
Na (mmol/L):

K (mmol/L):

Troponina T (pico max durante el ingreso):
MB (pico max durante elingreso):

CPK (pico méax durante el ingreso):

ProBNP (pico max durante el ingreso):
GOT:

GPT:

FUNCION DE ORGANO:

ileo Paralitico:
Creatinina (mg/dL):
Diurésis 24 horas:
Bilirrubina total (mg/dL):
Plaquetas:

INR:

Ratio:

Fibrinégeno:

<]

SHOCK SEPTICO:

IGASOMETRIA arterial: (si procede) ‘

Notas:

Lactato arterial
(mmol/L):

Ph arterial:
Bicarbonato arterial:
Pa02:

PaC02:

Sa02:
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Presion Arterial Sistélica (mmHg):

Presion Arterial Diastélica (mmHg):

Dobutamina (mcg/min):

Dopamina (mcg/min):

Adrenalina (mcg/min):

Noradrenalina (mcg/min):

Levosimendan:
Milrinona:
CPIS:
Radiografia:

Secreciones:
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Complicaciones durante la hospitalizacion ~ Mmero de historia cinica: w

Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V
European Perioperative Clinical Outcome (EPCO) definitions

¢ Ha sufrido alguna de estas complicaciones durante su hospitalizacion? Complicaciones: v
Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA): v Insuficiencia renal aguda (IRA): v Embolia pulmonar: v
Estratos de SDRA: v Estadio IRA (Criterios AKIN): v Fecha embolia pulmonar:
Fecha SDRA: Fecha IRA: Gravedad embolia pulmonar (EPCO):
Edema pulmonar cardiogénico: v Arritmia: 4 Paro cardiaco: v
Fecha edema pulmonar cardiogénico: Fecha arritmia: Fecha paro cardiaco:
Gravedad edema pulmonar o Gravedad arritmia (EPCO): v

cardiogénico (EPCO):

Infarto de Miocardio: v

Lesién miocérdica tras cirugia no cardiaca (MINS): v Anastomosis: v
Fecha Infarto de Miocardio: ic-
Fecha MINS: Fecha anastomosis:
Gravedad Infarto Miocardio (EPCO): v Gravedad anastomosis (EPCO):
Hemorragia postoperatoria: M Sangrado gastrointestinal: v Accidente cerebrovascular:
Fecha hemorragia postoperatoria: Fecha sangrado gastrointestinal: Fecha del accidente cerebrovascular:
Gravedad hemorragia postop (EPCO): v Gravedad del sangrado o Gravedad del accidente cerebrovascular (EPCO):
gastrointestinal (EPCO):
fleo paralitico: v Coagulacién intravascular diseminada (CID): v Insuficiencia heptica aguda:
Fecha ileo paralitico: .
; - ISTH score: Fecha de insuficiencia hepatica aguda:
Gravedad ileo paralitico (EPCO): v Fecha CID:
Infeccién secundaria: v Trombosis venosa profunda (DVP): v Otras complicaciones:
Fecha de infeccién secundaria: Fecha DVT:
FOCO de infeccién 22: Gravedad DVT: %
i i ion 22:
Tipo de muestra/s de infeccion 22: Delirio postoperatorio: z
Microorganismo/s de infeccién 22: Fecha deliro:

SO FA Sco re N2 de Historia clinica: .

Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V

SOFA Score al reclutamiento Quick SOFA
SOFA Respiratorio: | o Respiratory rate > 22 / min O]
SOFA Hematoldgico: > Systolic blood pressure <
]

100 mmHg
SOFA Hepético: v

Glasgow < 13 O
SOFA Cardiovascular: v
SOFA Neuroldgico: > qSOFA (TOTAL) Ingreso: v
SOFA Renal: v
SOFA Score (TOTAL):
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Diagndstico Infeccion y Tratamiento

Fecha del inicio de sintomas:

Tipo de infeccion:

Localizacién de la infeccidn:

Infeccién del lugar de la intervencién quirdrgica

Neumonia:

Infeccién ojos, nariz, garganta o boca

Infeccién de vias respiratorias bajas sin neumonia

Infeccién sintomatica del tracto urinario

Bacteriemia

Infeccién de piel y partes blandas

Infeccion gastrointestinal

Osteoarticular

Sistema nervioso central

Microbiologia al ingreso y durante la hospitalizacion

Especificar:

O Nosocomial

O Comunitaria

U Foco desconocido

L) AUSENCIA DE CULTIVOS

Ne de Historia Clinica

Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V

Tratamiento antibiético al diagnésticc

Tratamiento antibiético adecuado:

Fecha inicio tratamiento

Continuacién (p.e. endocarditis) 0

Antibiéticos iniciales 1

Antibiéticos iniciales 3

Cambio tratamiento antibiético 1

Cambio tratamiento antibiético 3

=

Fecha fin tratamiento
Empirico J

Antibiéticos iniciales 2

Antibiéticos iniciales 4

Cambio tratamiento antibiético 2

Cambio tratamiento antibiético 4

[<]

[<]

Tratamiento antibiético previo al diagndstico

Fecha inicio antibiotico previo al diagnéstico

Motivo

Tratamiento infeccion:

Antibiético previo al diagnéstico 1
Antibiético previo al diagnéstico 3

Fecha fin antibiotico previo al diagnéstico

[ Profilaxis quirdrgica

Antibiético previo al diagnéstico 2

Antibiético previo al diagnéstico 4

[
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N2 de Historia Clinica: _

Copiar CTRL+Cy Pegar CTRL+V

Si no se ha solicitado ninguna peticion a microbiologia seleccionar la siguiente casilla

Especificar todas las fechas de peticion, tipo de muestras, resultados positivo o negativo y microorganismos aislados
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Muestras de Investigacion:

Cédigo de la muestra:

Fecha Toma de la muestra:

EDTA:

Numero de alicuotas de plasma:

@

7]

Observaciones EDTA:

Ne de Historia Clinica:

PaxGene:

Numero de tubos PaxGene

Observaciones PaxGene:
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