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SARS-CoV-2 Coronavirus de tipo 2 causante del Sindrome Respiratorio Agudo Severo

SCCM Society of Critical Care Medicine | Sociedad Americana de Medicina de
Cuidados Criticos

SDRA Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo

SE Error estandar de B

SG Sepsis Grave

SIRS Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica

SIS Surgical Infection Society | Sociedad de Infecciones quirurgicas

SOAP Sepsis Ocurrence in Acutelly ill Patients

SOFA Sequential Organ Failure Assessment

SRAA Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

SS Shock Séptico

SSC Surviving Sepsis Campaign | Campana para Sobrevivir a la Sepsis

SUH Servicio de Urgencias Hospitalario

suPAR Soluble Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor | Receptor soluble

del activador del plasmindgeno tipo urokinasa

t-PA Activador del Plasminogeno tisular

TAAN Técnicas de Amplificacion de Acidos nucleicos

TAC Tomografia computarizada

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor | Inhibidor de la via del factor tisular
TGFB Transforming Growth Factor 3 / Factor de trasformacion del crecimiento 3
Th Linfocito T helper o colaboradores

TLRs Toll-like receptors | Receptores tipo Toll

TMPRSS2 Serina proteasa transmembrana 2

TNF Factor de Necrosis Tumoral

Treg Linfocito T regulador

TREM-1 Receptor desencadenante expresado en células mieloides -1
u-PA Activador del Plasmindgeno tipo uroquinasa

UClI Unidad de Cuidados Intensivos

VCAM-1 Molécula de adhesion celular vascular 1

VMI Ventilacion Mecanica Invasiva
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vOC Variant of Convern | Variante preocupante

WBC White blood count /| Recuento de gldbulos blancos
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas graves como la sepsis y la COVID-19, representan una
amenaza para la salud publica por su alta mortalidad y complejidad clinica. La respuesta del
huésped en estas infecciones se caracteriza por su heterogeneidad y complejidad, lo que
dificulta el diagnéstico temprano, la estratificacion de la gravedad y el manejo de estos
pacientes en los entornos clinico. Los procesos fisiopatologicos que de ambas infecciones
pueden mostrar bastantes homologias, ya que es la respuesta exacerbada y descontrolada,
tras el estimulo de la infeccion lo que condiciona el dafio organico y la alta mortalidad asociada

a ambas patologias.

Por ello es importante tanto el diagndstico, debido a que son patologias tiempo
dependientes, como la estratificacion de la gravedad y la identificacion de aquellos pacientes
qgue van a presentar una peor evolucion. Y en este sentido desde hace bastantes afnos se ha
postulado a los biomarcadores como herramientas prometedoras para este cometido. Estos
ofrecen una oportunidad para comprender mejor los procesos fisiopatolégicos subyacentes,
asi como la ayuda en el manejo del paciente. Ademas, la combinacion de varios de estos
biomarcadores de diferente procedencia, de la respuesta del huésped a la infeccién o del
propio patégeno, pueden mejorar el valor predictivo y prondstico de los biomarcadores

individuales.
OBJETIVO

Por ello, el objetivo principal de esta tesis es evaluar la utilidad de combinaciones
especificas de biomarcadores plasmaticos para mejorar el diagnéstico temprano, la prediccion

de gravedad y la estratificacion del riesgo en pacientes con sepsis y COVID-19.

MATERIAL Y METODOS

Para llevarlo a cabo, se realizaron dos estudios principales. En un primer estudio se
evaluaron 20 biomarcadores plasmaticos involucrados en las funciones biolégicas alteradas
en el organismo durante una infeccion mediante la plataforma SimplePlex ELLA en pacientes
quirargicos con y sin infeccién. Ademas, los resultados principales se validaron en una
segunda cohorte. En un segundo estudio se investigo el valor prondstico de la antigenemia N
y anticuerpos anti-S1, de forma individual y en combinacion, en pacientes atendidos en
servicios de Urgencias con infeccion por SARS-CoV-2. Se analizaron sus niveles para

predecir hospitalizacién y desenlaces adversos.
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RESULTADOS

En el estudio de sepsis, como resultado obtuvimos que unicamente ocho de los
biomarcadores estudiados tenian la capacidad suficiente para realizar un diagndstico
diferencial de la infeccion. De estos, la combinacion de cuatro biomarcadores involucrados en
la inmunidad innata y en la disfuncion endotelial, denominada Dys-4, demostrd una robusta
asociacion con el grado de fallo de 6rgano en estos pacientes infectados, medido por la escala
SOFA. Ademas, esta combinacion mostré una mayor asociacion con la magnitud de este fallo
que los biomarcadores individuales, incluyendo a la procalcitonina y proteina C reactiva,
mostrando potencial de aplicacion a la practica clinica. Dys-4 mostré resultados similares en

la cohorte de validacion.

En el estudio de COVID-19, la combinacién de antigenemia N y bajos niveles de
anticuerpos anti-S1 permitié identificar con precision a los pacientes con COVID-19 que

presentaban el mayor riesgo de ingreso hospitalario y de desenlaces graves.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis destacan el potencial clinico de la combinacion de
biomarcadores para mejorar el diagndstico, la estratificacion de la gravedad y el prondstico de
pacientes con sepsis y COVID-19. La integracion de estos biomarcadores en modelos
predictivos clinicos podria transformar el manejo de las infecciones graves y emergentes,
acercando la medicina personalizada de precision. Futuras investigaciones deberian
centrarse en validar estos hallazgos en cohortes mas amplias y explorar la incorporacién de

otros biomarcadores de diferente procedencia para mejorar aun mas la atencion clinica.
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Las enfermedades infecciosas son aquellas causadas por microorganismos patégenos
como virus, bacterias, u hongos. Hoy en dia, estas enfermedades constituyen una de las
principales amenazas teniendo un gran impacto en los sistemas sanitarios y en la economia

mundial. Ademas, son una de las principales causas de morbimortalidad en el mundo’ .

En los ultimos anos, existe un incremento de las infecciones debido a varios motivos entre
los que se encuentra el aumento de la expectativa de vida en la sociedad actual, lo que

conlleva un mayor numero de comorbilidades e inmmunosenescencia?.

El tratamiento precoz y adecuado de las infecciones es determinante para la evolucién de
los pacientes. Por ello la identificacion precoz de la infeccion y el agente causante es
verdaderamente importante para implementar las medidas terapéuticas adecuadas. No
obstante, la heterogeneidad y complejidad de las infecciones representan un desafio tanto en

su diagnostico como la evaluacion del pronostico de los pacientes.

A continuacioén, nos centramos en dos patologias infecciosas de gran relevancia a nivel

sanitario en los ultimos afios como son la sepsis y la COVID-19.

1.1. SEPSIS

La sepsis es una afeccion grave que ocurre como una complicacion tras una infeccion y
puede llevar a la muerte del paciente que la padece. Académicamente, se define como una
disfuncion organica heterogénea potencialmente mortal producida por una respuesta
desregulada del huésped a la infeccion®. Es una de las causas mas frecuentes de muerte
entre los pacientes hospitalizados, siendo el retraso en el diagnéstico e inicio del tratamiento
antimicrobiano, uno de los principales factores condicionantes. Es una enfermedad tiempo-
dependiente, con una elevada tasa de morbilidad y mortalidad. El aumento progresivo en su

incidencia y prevalencia hace que la sepsis suponga una importante carga socio econémica.

1.1.1.  HISTORIAY DEFINICIONES DE LA SEPSIS

La palabra sepsis deriva del griego oAwig (sipsis) que significa “descomposicion o
putrefaccion”. Aunque sus primeras referencias datan del antiguo Egipto*®, este término fue
adoptado por médicos griegos generalizandose tanto que hasta Homero hace referencia a él

en uno de sus poemas de la lliada®.
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Hipocrates (460-370 a.C.) fue probablemente el primero en introducirla en la Medicina y
describir el curso clinico de esta patologia, refiriéndose a ella como la descomposicién
biolégica, peligrosa y dafina, capaz de producir la autointoxicacion por el aparato digestivo.
Ademas fue el primero en examinar las propiedad antisépticas de diferentes compuestos’.
Después de varios siglos, el filésofo florentino Niccold Machiavelli describio las complejidades

que presentaban tanto la identificacion de la enfermedad como su tratamiento’.

En los siguientes afios, comenzd una era de crecimiento en el conocimiento sobre las
enfermedades infecciosas. Se desarroll6 la “Teoria de los gérmenes” donde se identificaba a
los microorganismos patdégenos como agente causal de la sepsis, los cuales provocaban la
invasion del huésped extendiéndose por el torrente sanguineo. Por ello la sepsis paso a
considerarse una enfermedad de tipo sistémico. Ademas, se produjeron avances en la
practica clinica como la introduccion de técnicas antisépticas previas a los examenes de los
pacientes que se vio que mejoraba la mortalidad de estos. Médicos como Louis Pasteur,
Robert Koch, Joseph Lister, o Ignaz Semmelweis participaron en el desarrollo de todos estos

conocimientos®°.

Tras todos estos avances, en 1914 Hugo Schottmiller propuso la primera definicién
cientifica de la sepsis como “estado causado por la invasion microbiana de una fuente
infecciosa local en el torrente sanguineo que provoca signos de enfermedad sistémica en

organos a distancia”'".

Décadas mas tarde, en 1972, las ideas de Lewis Thomas dieron un giro en la compresion
de la sepsis ya que propuso que la respuesta inmune del huésped a los microorganismos
durante la infeccién puede ser tan fuerte que seria nociva para el mismo, convirtiéndose en el

causante de la patologia'.

Pero no fue hasta 1992 cuando finalmente el concepto se introdujo en la practica clinica,
al publicarse el 1° Consenso Internacional “Sepsis-1” del Colegio Americano de Médicos
de Torax (ACCP, del inglés American College of Chest Physicians) y la Sociedad de Medicina
de Cuidados Criticos (SCCM, del inglés Society of Critical Care Medicine)'. Aqui se establece
el concepto de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), definida como aquella respuesta
generalizada del organismo ante determinados estimulos cuya presencia puede obedecer a
causas infecciosas o no infecciosas. El SIRS queda definido por la presencia de al menos dos

de cuatro variables clinicas que se muestran a continuacion:

o Temperatura > 38°C o < 36°C.
o Taquicardia > 90 Ipm (latidos por minuto).

o Taquipnea > 20 rpm (respiraciones por minuto) o PaCo2 < 32mmHg.
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o Leucocitosis (12x10° células/L) o leucopenia (<4x10° células/L) o >10% formas

inmaduras.

Ademas, la sepsis se definié como la presencia de un SIRS mas sospecha de infeccion, y
se establecieron varios estadios de gravedad: la Sepsis Grave (SG) como la sepsis asociada
a disfuncién organica, hipoperfusion tisular o hipotension; y el Shock Séptico (SS), como la
sepsis con presencia de hipotension arterial mantenida a pesar de una adecuada reanimacion

con fluidos (Figura 1).

En esta conferencia también quedo propuesto otro nuevo termino llamado “Sindrome de
disfuncion multiorganica”, definido como la presencia de disfuncién organica aguda en

pacientes que no son capaces de mantener la homeostasis sin tratamiento'.

Criterios:

Sepsis grave + Hipotension
refractaria

SIRS + Infeccién

SHOCK
SEPTICO

Criterios:

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

1.T2>38°C 0 < 36°C

2.FC > 90 latidos/min

3.FR > 20 resp/min o pCO2 arterial < 32 mmHg

4.Leucocitos > 12.000 céls/mm3 6 < 4.000
céls/mm3 6 > 10% de formas inmaduras.

Figura 1. Criterios de la definiciéon Sepsis-1.

La siguiente propuesta tuvo lugar en el afio 2001 en el 2° Consenso Internacional
“Sepsis-2” donde los participantes: la SCCM, la ACCP, la Sociedad Europea de Medicina de
Cuidados Intensivos (ESICM, del inglés European Society of Intensive Care Medicine), la
Sociedad Toracica Americana (ATS, del inglés American Thoracic Society) y la Sociedad de
Infecciones Quirurgicas (SIS, del inglés Surgical Infection Society), revisaron todas las
limitaciones que presentaban las definiciones establecidas en el anterior consenso ya que se
consideraban muy sensibles y poco especificas'. Sin embargo, debido a la ausencia de
evidencia cientifica para el cambio en ellas, se mantuvieron las mismas definiciones que en
el primer consenso de 1992 pero se modificaron y ampliaron los signos que definian la
presencia de SIRS (Tabla 1).
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Fiebre (> 38,3°C)

Hipotermia (temperatura base < 36°C)

Frecuencia cardiaca > 90 Ipm o0 mas de dos desviaciones estandar por encima del valor normal
segun la edad

Taquipnea

Estado mental alterado

Edema importante o balance positivo de fluidos (> 20 mL/kg durante mas de 24 h)
Hiperglucemia (glucosa en plasma > 120 mg/dL o 7,7 mmol/L) en ausencia de diabetes

Leucocitosis (recuento de glébulos blancos [WBC] > 12.000 pL-1)

Leucopenia (recuento de glébulos blancos [WBC] < 4.000 pL-1)

Recuento de WBC normal con mas del 10 % de formas inmaduras

Proteina C reactiva en plasma superior a dos desviaciones estandar sobre el valor normal
Procalcitonina en plasma superior a dos desviaciones estandar sobre el valor normal

PAS < 90 mmHg, PAM < 70 mmHg o una disminucién de la PAS > 40 mmHg en adultos o inferior
a dos desviaciones estandar por debajo del valor normal segun la edad

Saturacién de Oz venoso > 70 %

indice cardiaco > 3,5 L/min/m2

Hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 < 300)

Oliguria aguda (diuresis < 0,5 mL/kg/h 0 45 mmol/L durante al menos 2 horas a pesar de una
adecuada reanimacion con fluidos)

Aumento de creatinina sérica > 0,5 mg/dL

Alteraciones en la coagulacion (INR, indice internacional normalizado > 1,5 o0 TTPa > 60 s)
fleo (ausencia de borborigmos)

Trombocitopenia (recuento de plaquetas < 100.000/mm3)

Hiperbilirrubinemia (bilirrubina plasmatica total > 4 mg/dL o 70 mmol/L)

Hiperlactatemia (> 1 mmol/L)
Reduccién en llenado capilar o moteado

Tabla 1 Criterios diagnésticos de sepsis Sepsis-2. Adaptada de Levy et al. (2003)"

También en este consenso, se definieron los criterios de disfuncion organica para cuya
evaluacion se establecio el uso de la escala SOFA (del inglés, Sequential Organ Failure
Assessment). Esta escala es la mas utilizada en la practica clinica actual en el entorno de
pacientes criticos y tiene en cuenta 6 o¢rganos diferentes: sistema nervioso central,

cardiovascular, respiratorio, hepatico, renal y coagulacion'®.

36



Ademas, el shock séptico mantuvo también su definicion anterior pero la hipotension
persistente se describio por una presion arterial sistolica (PAS) menor de 90 mmHg o presion
arterial media (PAM) menor de 60 mmHg o una reduccion de la PAS >40 mmHg, a pesar de

una adecuada reanimacion con fluidos'.

Otra iniciativa que se intentd introducir en la practica clinica fue el sistema PIRO
(Predisposicion, Infeccion, Respuesta, Disfuncion Organica), basada en factores prondsticos
relacionados con la sepsis y la cual pretendia asemejarse al sistema de clasificacion TNM
tumoral' %" Para su elaboracién se tuvieron en cuenta tanto clasificaciones sugeridas en
las conferencias sobre la sepsis, asi como datos de laboratorios y clinicos. Pero este sistema
PIRO no tuvo mucha aceptacién entre los profesionales y apenas se utiliza en la practica

clinica actual. Esta compuesto por:

- P: Predisposicién previa del paciente que puede condicionar mala evolucion
(comorbilidades y factores genéticos).

- I: Infeccién dependiendo del agente causal, localizacion y extension, o el tiempo de
espera para la implantacion de terapia antibidtica (foco, microorganismo y extension).

- R: Respuesta del huésped a la infeccion que implica liberacion de mediadores
proinflamatorios y citoquinas que desembocan en un fallo organico (marcadores vy
mediadores biolégicos).

- O: Disfuncién Organica como principal factor determinante del mal prondstico en los
pacientes sépticos

En 2004, varias organizaciones internacionales pusieron en marcha unas serie de
directrices como la “Campafa para sobrevivir a la sepsis” (SSC, de inglés Surviving Sepsis
Campaign) con el objetivo de reducir la mortalidad causada por la sepsis y shock séptico
mediante la implementacion de las guias internacionales de recomendaciones agrupadas
basadas en el reconocimiento precoz, la administracién temprana de antibioticoterapia, la
reanimacién hemodinamica rapida e ingreso temprano en las unidades de cuidades

intensivos'®.

Posteriormente en 2016 se llevo a cabo un 3° Consenso Internacional (Sepsis-3) donde
19 expertos remodelaron las definiciones anteriores y se consensuaron las nuevas y actuales
definiciones. Estas fueron publicadas en JAMA y aprobadas por 31 sociedades profesionales.
La principal novedad en comparacion con los dos consensos anteriores es que se eliminan
los conceptos de SIRS y SG, cobrando mas relevancia en estas nuevas definiciones la
fisiopatologia de la sepsis®. Asi, la sepsis quedé definida como la presencia de fallo de érgano

debido a la respuesta desregulada del huésped a la infeccion. Este fallo de érgano se
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cuantificaba con la escala SOFA y para su diagndstico se necesitaba el aumento de al menos
2 puntos en la escala asumiendo una puntuacién de 0 en aquellos pacientes en los que se

desconozca la existencia previa de fallo de érgano (Figura 2).

SOFA =2

SHOCK

SEPTICO

Criterios:

1.Sepsis grave +
Hipotension persistente
con necesidad de
vasopresores

2.Lactato = 2 mmol/L

Figura 2. Criterios de la definiciéon Sepsis-3.

Asi, el shock séptico queda definido como el grado mas grave de la sepsis que se
caracteriza por anomalias celulares, circulatorias y metabolicas subyacentes lo
suficientemente pronunciadas para aumentar sustancialmente la mortalidad. Clinicamente, el
shock séptico se caracteriza por una sepsis asociada a la necesidad del uso de vasopresores
para mantener una PAM =65 mm Hg y presencia de lactato >2mmol/L a pesar de una correcta

fluidoterapia®.

Ademas, en esta conferencia se introduce el concepto de la escala quick SOFA (QSOFA),
donde las variables clinicas que evalua el SOFA quedan reducidas a 3 variables que hace
que su utilizacion fuera de las unidades de cuidados intensivos sea viable (Tabla 2). El fin de
esta propuesta es dotar a los clinicos de una herramienta precoz que les permita detectar con
antelacion fuera de las unidades de cuidados intensivos a los pacientes que podrian
desarrollar una sepsis. En este caso la presencia de 2 de los 3 criterios hace que el paciente
presente un quick SOFA (qSOFA) positivo y sea sospechosos de desarrollar una sepsis®. No
obstante, tras esta propuesta ha habido algunas modificaciones y en la actualidad se

desaconseja la utilizacion del gSOFA por las evidencias de su baja sensibilidad™®.
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Frecuencia respiratoria > 22 rpm
Alteracion del estado mental (Escala de Coma de Glasgow (GCS) < 13)
Presion arterial sistélica < 100 mmHg

Tabla 2. Criterios gSOFA del 3° Consenso Internacional para las definiciones de sepsis
y shock séptico (SEPSIS-3)

Esta definicion ha generado controversia desde el momento de su publicacion entre
médicos de diversas especialidades debido a que provoca el retraso en el reconocimiento de
los pacientes con sepsis que puede conllevar a un peor manejo de la patologia y
empeoramiento en el prondstico. Esto se debe a la que la nueva definicion requiere la
presencia de fallo de érgano haciendo que los pacientes estén en un estadio mas avanzado
de la enfermedad cuando se realiza el diagndstico y en muchos casos estos pacientes ya
presenten la necesidad de cuidados intensivos. Sin embargo, al tratarse de una enfermedad
tiempo dependiente, este diagnostico se deberia adelantar a una etapa mas temprana de la
sepsis pudiendo asi beneficiarse de un tratamiento precoz previo a la apariciéon del fallo de
organo.

Por otro lado, las guias de la SSC se han ido actualizando periédicamente cada 4 afos

20-22

gracias al conocimiento generado , siendo su ultima actualizacién la publicada en 2021°,

En varios estudios se ha visto como su implementacion tuvo efecto en la disminucion de la

tasa de mortalidad de los pacientes que presentaban sepsis®?’.

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA SEPSIS

Globalmente, se registraron 48,9 (IC 95%; 38,9-62,9) millones de casos de sepsis en 2017,
de las cuales 11,0 (IC 95% 10,1-12,0) millones de pacientes fallecieron, lo que representa el
19,7% (IC 95% 18,2—-21,4) de todas las muertes mundiales. La incidencia y la mortalidad de
la sepsis presentan importantes disparidades regionales con las tasas mas elevadas en
regiones de bajos y medianos ingresos, donde la atencion médica es menos accesible y las

enfermedades infecciosas mas prevalentes (Figura 3)%.
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[Sepsis incidence per 100000
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@ 440t0 <540 M 3400 to 4300 2 -

Figura 3. Incidencia de sepsis estandarizada por edad por cada 100 000 habitantes para ambos sexos,
en 2017. Adaptada de Rudd y cols. (2020)%°

En Estados Unidos, 1,7 millones de adultos desarrollan sepsis cada afo, siendo la
principal causa de muerte, de los cuales al menos 350.000 mueren durante su hospitalizacién

o son derivados a centros de cuidados paliativos?®.

En Europa, el estudio SOAP (del inglés Sepsis Ocurrence in Acutelly ill Patients), que
cuenta con una gran y heterogénea muestra de pacientes, afirma que la sepsis seria la
enfermedad con mayor prevalencia en las Unidades de cuidados intensivos (UCls), lo que
incrementa la mortalidad asi como el gasto econémico de esta patologia®. Posteriormente,
Vicent y cols. publicaron un estudio comparando los pacientes del estudio SOAP con los del
estudio ICON (del inglés Intensive Care Over Nations) de una década después, afirmando
que la proporcién de pacientes con sepsis en las UCls europeas fue ligeramente superior en
el estudio ICON que en el SOAP (31,9% frente a 29,6%). Sin embargo la probabilidad de
mortalidad en UCI de estos pacientes con sepsis fue menor en la cohorte de 2012 (ICON) en
comparacion con la cohorte de 2002 (SOAP)*'.

En Espafia, Alvaro-Meca y colaboradores estimaron 2,6 millones de casos de sepsis entre
los afios 2000 y 2013, de los cuales 485.685 habian fallecido (18,4%)*. Ademas, en este
estudio se evidencia que la incidencia y mortalidad por sepsis no son uniformes en las
diferentes comunidades auténomas. En otro estudio multicéntrico mas reciente se observo
que la incidencia de la sepsis aumento 2,7 veces entre 2008 y 2017 acumulando 5,7 casos
por 10.000 habitantes en 2017. La tasa de mortalidad analizada en este estudio es del 23,2%

ascendiendo hasta el 42,9% en los pacientes que padecian shock séptico®. La incidencia de
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la sepsis va aumentando cada afio lo que provoca un alto porcentaje de los ingresos en las

unidades de cuidados intensivos y el incremento del coste para los sistemas sanitarios®*%,

Hay diferentes factores que influyen en el aumento de la incidencia de la sepsis, entre los
que se encuentra la edad, que desde hace afnos se conoce que es un factor importante de
riesgo debido a las comorbilidades que padecen, su estado previo, o también, la
inmunosenescencia®. Las personas mayores de 60 afios en 1950 eran en torno al 8% de la
poblacion, mientras que en el afio 2000 el porcentaje habia incrementado hasta alcanzar el
10%. Ademas se estima un porcentaje del 21% de este tipo de personas en el afio 2050 *. El
aumento mas rapido de la poblacion de edad avanzada se esta produciendo en los paises
desarrollados, con una prevision de incremento del 140% de las personas de 65 afios 0 mas

para 2030, siendo los mayores de 85 afios el grupo de crecimiento mas rapido®.

Ademas, aquellos pacientes que sobreviven a la sepsis tienen a menudo trastornos
médicos, cognitivos o psicolégicos a largo plazo, siendo un alto porcentaje de ellos
hospitalizados en areas de cuidados intensivos de nuevo. Todo esto conlleva implicaciones

socioeconémicas para los sistemas sanitarios™®.

Sin embargo, debido a la utilizacién de diferentes métodos y definiciones de sepsis para
los estudios hace que los resultados obtenidos en las investigaciones sobre incidencias y
mortalidad presentan probablemente un sesgo que dificulta su interpretabilidad, como
evidencia un estudio reciente de 2022 llevado a cabo en UCIs en la India, donde al comparar
la prevalencia segun las definiciones de Sepsis-2 y Sepsis-3 fueron del 46,2%y el 33,2%,
respectivamente “°. Ademas, la mayoria de los datos proceden de areas desarrolladas, y

aquellos paises subdesarrollados no se encuentran representados en estos estudios.

1.1.3.  FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

La fisiopatologia de la sepsis es compleja y heterogénea, y se encuentra determinada por
la pérdida del equilibrio entre los mecanismos proinflamatorios y antiinflamatorios del sistema
inmune tras la interaccidén del huésped con el patdégeno, que acaban causando multiples

41,42 (

disfunciones organicas Figura 4).

En condiciones normales, los patégenos son reconocidos por los receptores celulares del
sistema inmune del huésped. Si este huésped es inmunocompetente montara una respuesta
homeostatica activando la respuesta inmune innata y adaptativa a nivel local, regional o
sistémica y procesos de reparacion que erradicarian al patdégeno y se recobraria la

homeostasis en el organismo. Por el contrario, puede que el huésped sea vulnerable, lo que
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hace que se produzca una respuesta desregulada, provocando un dafio colateral local y/o

sistémico con el consecuente dafio en los tejidos y el desarrollo de una sepsis*®.

Pre-Sepsis
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Hyperinflammation
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( = : "
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Cognitive impairments

Brain dysfunction

Days Weeks Months/Years

Cardiovascular events
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Immune Homeostasis

Other symptoms and sequelae
- J

Immune suppression

Further health
deterioration and death
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Figura 4. Desregulacion de la sepsis. Adaptada de van der Poll T y cols. (2021)*

En general, las respuestas proinflamatorias estan dirigidas a erradicar los patégenos
infecciosos, aunque contribuyen al dafio colateral en los tejidos, mientras que las respuestas
antiinflamatorias son importantes para limitar los problemas locales y la lesion tisular

sistémica, facilita la reparacion de los tejidos y la vuelta a la homeostasis del organismo.

Sin embargo, un desbalance en estas respuestas antiinflamatorias puede resultar en una
inmunosupresion mantenida, que hace que aumente la susceptibilidad a infecciones
secundarias en el paciente y las reactivaciones virales*. Los pacientes que se recuperan de
la sepsis pueden recuperar su estado de salud previo al cabo de varias semanas o meses,
pero pueden desarrollar alteraciones persistentes que se asocian con una reduccion de la

calidad de vida, a un mayor deterioro de la salud y a la muerte*? (Figura 4).

La respuesta pro y antiinflamatoria especifica del huésped y su evolucion clinica
dependera del propio patégeno (su carga y virulencia), el sitio de la infeccién y de las
caracteristicas del propio huésped (factores predisponentes como genéticos o presencia de

comorbilidades)*.
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Esta desregulacion inmunologica que se produce en el huésped en respuesta a la
infeccion se considera el evento principal de la fisiopatologia de la sepsis*. Los pacientes
sépticos que requieren cuidados intensivos por periodos prolongados a menudo desarrollan
una enfermedad cronica denominada “inflamacion persistente, inmunosupresion y sindrome
de catabolismo” (PICS, de las siglas en inglés persistent inflammation, immunosuppression
and catabolism syndrome). En esta enfermedad se encuentran involucrados muchos tipos de
células, sistemas de 6rganos y mecanismos fisiopatologicos diferentes, y esta caracterizada
por una hiperinflamacion prolongada, inmunosupresion, desregulacion de la mielopoyesis y

catabolismo.

¢ Respuesta proinflamatoria

La respuesta inicial del organismo a la entrada de un patdgeno tras atravesar la primera
linea de defensa (barreras fisicas de la piel y las mucosas), es la activacién de las células de
la respuesta innata: monocitos, macréfagos, neutrdfilos y células Natural Killer (NK)*'. Como
consecuencia, se estimula la sintesis de citocinas y quimiocinas que activan al sistema inmune
adaptativo. Este se encuentra formado por los linfocitos B y T, que, tras las sefales,
maduraran y proliferaran para llevar a cabo sus funciones de defensa especifica contra el

patdgeno®®.

Estas células de la respuesta innata van a reconocer patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPs, del inglés Pathogen-associated molecular patterns) por sus receptores
celulares. Los PAMPs son regiones comunes, presentadas en la superficie de los patégenos
como: el lipopolisacarido de la membrana de las bacterias gram-negativas, lipoproteinas y
peptidoglicanos de bacterias gram-positivas, flagelinas, mananos en el caso de los hongos,
ARN (&cido ribonucleico) y ADN (acido desoxirribonucleico) de virus*®. El reconocimiento de
los PAMPs se lleva a cabo mediante receptores de reconocimiento de patrones (PRR, del
inglés Pattern Recognition Receptor) que se encuentran en macrofagos, neutrofilos y células
dendriticas. Existen varios tipos de PRR: algunos se encuentran en la membrana plasmatica
como los receptores tipo Toll (TLR, del inglés Toll-like receptor), receptores tipo lectina C
(CLR, del inglés C-type lectin receptors) y otros en el citoplasma celular como receptores tipo
NOD (NLRs, del inglés Nucleotide-binding oligomerization domain like-receptors) y receptores
tipo RIG-1 (RLRs, del inglés Retinoic acid inducible gene-1 like receptors). Los mismos
receptores también reconocen moléculas enddgenas liberadas por las células dafadas,
llamados patrones moleculares asociados al dafno (DAMPs, del inglés Danger Associated

Molecular Pattern) o alarminas*. Algunas DAMPs son el grupo proteina B1 de alta movilidad,
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proteinas S100, ARN extracelular, ADN circulante mitocondrial, y proteinas nucleares tipo

50,51

histonas extracelulares Estas moléculas también se pueden producir en otras

enfermedades sistémicas, por lo que no son especificas de la sepsis.
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Figura 5. Respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria en la sepsis.
Adaptada de van der Poll T y cols. (2021)*?
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Como resultado de este reconocimiento se produce la activacion de la sefializaciéon
intracelular que inicia la transcripcion de genes inflamatorios. Entre estos mediadores
inflamatorios se encuentran citoquinas como interleucina (IL)-1, IL-12, IL-18, IL-6, interferones
(IFN) o el factor de necrosis tumoral a (TNF-a)*?. Una de las funciones mas importantes del
TNF-a es estimular la sintesis de citoquinas proinflamatorias, que desencadena un efecto de
cascada donde unas citoquinas estimulan a otras citoquinas. También estimula la activacién
del sistema del complemento y la cascada de la coagulacion; la produccién y activacion de
monocitos y polimorfonucleares; la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda, el
catabolismo proteico y la gluconeogénesis®. Es aqui donde, si existe un desequilibrio, el
proceso proinflamatorio local se escapa del control provocando la amplificacion de la

respuesta inflamatoria a nivel sistémico®. Esto conlleva a la generacion de hipercitoquinemia.
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Los neutrofilos pueden contribuir a la hiperinflamacién a través de la liberacion de
proteinas granulares (Lipocalina-2 o Mieloperoxidasa) que ademas pueden estar formando
parte de unas redes que secretan al medio extracelular denominadas trampas extracelulares
de los neutrofilos (NETSs, del inglés Neutrophil extracellular traps). Estas NETs estan formadas
por fibras de cromatina e histonas y su funcion en este contexto es principalmente microbicida
atrapando a los microorganismos y destruyendo o inhibiendo el crecimiento de estos evitando
asi su propagacion. Este proceso de muerte celular mediado por NETs se conoce como
NETosis*. Se ha visto como la produccién excesiva de estas trampas esta relacionada con
la inflamacion y alteraciones coagulantes contribuyendo asi al desarrollo del fallo organico®.
Esto es debido a una sobreproduccion de estas o por el contrario por una falta de mecanismos

para destruirlas como las Desoxirribonucleasa (DNasa)®’.

Ademas, los neutrdfilos junto a los macréfagos son capaces de producir especies reactivas
de oxigeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), y citoquinas que amplifican la respuesta
inflamatoria. Las ROS son altamente reactivas, oxidantes y téxicas, utilizadas como moléculas

microbicidas pero que también causa dafio en células y tejidos®.

Otra caracteristica fisiopatolégica de la sepsis es la activacion del sistema del
complemento por la exposiciéon a PAMPs y DAMPs. Esta activacion produce las anafilotoxinas
C3a y C5a*. Si la activacion del complemento es excesiva puede tener un impacto en la
inmunidad innata y adaptativa. La anafilotoxina C5a es un mediador proinflamatorio muy
activo en la sepsis que produce la quimioatraccion de neutrdéfilos, eosindfilos, monocitos y
macrofagos®. Ademas, estimula a estas células mediante la interaccion con sus receptores a
sintetizar y liberar citocinas y quimiocinas proinflamatorias; asi como ROS®. Todo esto influye

en el dafo tisular y en la coagulopatia claves de esta patologia.

Las células presentadoras de antigeno (APCs, del inglés antigen-presenting cells), al
interaccionar con el sistema inmune adaptativo, van a inducir la activacion de la respuesta
adaptativa humoral especifica, que, a su vez, amplifica la respuesta innata. Las células B
liberaran inmunoglobulinas que se uniran a los patdgenos y facilitaran a las células NK y a los
neutrofilos realizar su funcion microbicida®. Cuando las APCs interaccionan con los linfocitos
T, estos van a reconocer los antigenos microbianos que presentan estas células gracias a
receptores especificos y se activan. Al activarse, las células Th1, Th2 y Th17 producen
diversas respuestas inmunitarias®®. Las respuestas inflamatorias de la inmunidad adaptativa
estan mediadas fundamentalmente por los linfocitos del subconjunto Th1, que son activados
por citoquinas proinflamatorias como el TNF-q, IL-2 o IL-12%. La respuesta Th1 libera
mediadores inflamatorios como IL-2 o el INF-y estimulando la fagocitosis, la eliminacion

intracelular de patdgenos y las células innatas®®.
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e Respuesta antiinflamatoria e inmunosupresién

Los mecanismos antiinflamatorios estan dirigidos a la regulacion de los efectos
perjudiciales de la respuesta inflamatoria, prevenir la autoinmunidad y guiar al huésped a la
homeostasis. Esta respuesta se denomina respuesta compensatoria (CARS, del inglés
Compensatory Antinflamatory Response)*>®. Sin embargo, en la sepsis ocurre un desbalance
de las respuestas antiinflamatorias que puede dar lugar a una situacién de inmunosupresion
hasta llegar a comprometer la vida del paciente por la aparicién de infecciones secundarias,
causados por patdgenos oportunistas o por la reactivacion de virus latentes®”®. Esta

inmunosupresion involucra tanto a la respuesta inmune innata como a la adaptativa®.

Por un lado, se produce una reprogramacion de los monocitos y macrofagos en los
pacientes con sepsis caracterizados por una menor secreciéon de citocinas proinflamatorias
en respuesta a la exposicion a los PAMPs®. De forma similar, las células inmunitarias innatas
(p. €j., células dendriticas, células asesinas naturales y neutréfilos) también muestran una
menor capacidad para producir mediadores esenciales para la eliminacion eficaz de
patégenos. En su lugar, estas células secretan mayores cantidades de moléculas
antiinflamatorias o inmunorreguladoras, como la interleucina 10 (IL-10), el Factor de
trasformacion del crecimiento B (TGFB, del inglés transforming growth factor B) o el
antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA, del inglés Interleukin-1 receptor antagonist), que

amortiguan aun mas la funcion inmunitaria’.

Ademas, existe una reduccion de expresion de HLA-DR (del inglés Human Leukocyte
Antigen — DR isotype) en la superficie de monocitos, macréfagos y células dendriticas. Esta
molécula forma parte del del complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC Il) y es
fundamental para la presentacion de antigeno y la activacion el sistema inmunitario
adaptativo’’, por lo que se produciria una presentacion de antigeno deficiente*®. Esta
disminucion de la expresion de HLA-DR se ha visto correlacionada con una mayor incidencia

de infecciones nosocomiales y un aumento de la mortalidad’.

Estos defectos inmunitarios innatos se explican por uno o ambos de los siguientes
factores: la reprogramacion metabdlica y epigenética, la regulacion por el sistema nervioso
central, y la diferenciacion o generacion alterada de leucocitos en la médula, que ademas
provoca la presencia de formas inmaduras de éstos en la sangre periférica, todos ellas

desencadenadas por la lesion proinflamatoria inicial””.

Por otro lado, la inmunosupresion inducida por sepsis también se caracteriza por defectos
importantes en la funcion inmunitaria adaptativa. Por ejemplo, el recuento de células Ty B se

reduce debido a la apoptosis. La linfopenia es un indicador de inmunosupresion, y esta bien
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estudiada su presencia en los pacientes sépticos. En el caso de la sepsis, la linfopenia tiene
varias causas a parte de la apoptosis como la extravasacion y migracion de los linfocitos a los
sitios de inflamacion*'. Ademas, los linfocitos B supervivientes muestran un fenotipo con una
reduccion en la expresion del MHC II, asi como a un deterioro de la produccién de citocinas
inmunoestimuladoras y una produccion incrementada de citoquinas antiinflamatorias™,
ademas de una reduccién en la produccion de inmunoglobulinas’"6. También, se ha descrito
un descenso en la actividad proinflamatoria de las células T y se produce un cambio a una
respuesta mas inmunosupresora Th2””. El aumento relativo de las células las T reguladoras
(Treg) también contribuye a la inmunosupresién en estos pacientes, aumentando con ello su

funcién supresora’®0.

La via PD-1/PD-L1 podria tener papel importante en la inmunosupresion inducida por la
sepsis. Estas moléculas son conocidas como puntos de control inmunitario y su interaccion
entre la PD-1 en la superficie de las células T y la PD-L1 en la superficie de las APCs conduce
al agotamiento de las células T®'. La expresion de PD-1 se ha visto aumentada en los
monocitos y macrofagos, granulocitos, asi como en las células T en pacientes sépticos®%3.
La expresion aumentada de PD-L1 en monocitos y neutrdfilos se correlaciond con una funcion

84,85

fagocitica comprometida y en APCs se asocio con linfopenia, apoptosis de células T y

mortalidad en pacientes sépticos®*%,

e Disfuncion endotelial

La disfuncién endotelial constituye un evento central de la patogenia de la sepsis y precede
al fallo de 6rgano®. El endotelio es una barrera semipermeable que recubre la superficie
interna de los vasos sanguineos. Entre sus funciones se encuentra el intercambio de fluidos,
proteinas plasmaticas y la extravasacion leucocitaria, abriendo y cerrando las uniones
celulares para este cometido. Se encuentra formado por una capa de células endoteliales
apoyadas en una membrana basal y con una glicocalix en el lado luminal. En situaciones
normales se encuentra en un estado anticoagulante, que impide la activacién desregulada del

sistema de coagulacion®®,

Durante la sepsis existen varios eventos fisiopatolégicos que afectan al funcionamiento de

la barrera endotelial®®:

o El aumento del estrés oxidativo y de la inflamacion sistémica.

o La degradacion y desprendimiento del glicocalix.
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o La separacion entre las uniones intercelulares, la muerte de las células endoteliales y
la disrupcion de la barrera del tejido sanguineo.
o Elaumento de la adhesion leucocitaria y extravasacion.

o Lainduccion a un estado procoagulante y antifibrinolitico.

La sepsis induce en las células endoteliales un estado proadhesivo, procoagulante y

9091 " Como

antifibrinolitico, que precede al dafo organico caracteristico de la patologia
consecuencia, este endotelio disfuncional altera el trafico de leucocitos y acelera la pérdida
de fluidos a través de las uniones celulares, alterando asi la homeostasis del organismo®. En
consecuencia, esto provoca el incremento de la permeabilidad vascular contribuyendo a la
activacion de la cascada de la coagulacion que a su vez potencia la inflamacion y genera el
edema tisular’’. Todo esto contribuye a la hipotension, hipoxia local, perfusién inadecuada de
organos, isquemia, pudiendo producir el fallo organico, shock y la muerte en los pacientes

mas graves®.

e Alteracion de la coagulacién

La activacién de la coagulacién se considera como parte de la respuesta inmune innata a
un patdgeno y el término “inmunotrombosis” fue introducido para englobar este concepto®.
En la sepsis se produce un desbalance en el sistema de la coagulacion caracterizado por una
actividad procoagulante que ocurre a la vez que un descenso en los mecanismos

anticoagulantes®.

Los depdsitos de fibrina pueden darse debido a tres vias principales que son: la accion del
factor tisular (FT), la alteracion de los mecanismos anticoagulantes fisiolégicos, y la menor
eliminacion de fibrina debido al compromiso del sistema fibrinolitico. La expresion del FT por
los monocitos activados por agentes microbianos y una variedad de mediadores inflamatorios,
incluyendo citoquinas y factores del complemento, estimula la cascada de la coagulacion y la
consiguiente generacion de trombina®®. Estos procesos son contrarrestados de forma ineficaz
por el inhibidor de la via del factor tisular (TFPI del inglés Tissue factor pathway inhibitor), que
esta presente en el plasma y las plaquetas, y es producido principalmente por las células

endoteliales®.

Al mismo tiempo, las vias anticoagulantes asociadas a las células endoteliales, en
particular el sistema de la proteina C que es capaz de inactivar proteoliticamente cofactores
de la coagulacion, se ven también alteradas por las citocinas proinflamatorias. En la sepsis,

este sistema se encuentra alterado debido a varios factores como son la disminucién de
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sintesis de proteina C por el higado, el aumento de consumo de proteina C y la alteracion de
la activacion de proteina C por disminucion de trombomodulina y de la expresion del receptor
de la proteina C en células endoteliales®. En conjunto, estos acontecimientos contribuyen al
aumento de la generacién de fibrina, induciendo el depdsito de coagulos sanguineos en la

microvasculatura.

Simultaneamente, la fibrindlisis disminuye drasticamente. Esto ocurre debido a que en la
sepsis los niveles de PAI-1 aumentan, provocando la inhibicion de la funcién tanto del
activador del plasmindgeno tisular (t-PA) como del activador del plasminégeno tipo uroquinasa
(u-PA). Esta desregulacion de la red PAI-1/t-PA/u-PA provoca una reduccion sustancial de la

concentracion de plasmina, necesaria para disolver los coagulos de fibrina intravascular®.

En la sepsis, la activacion y agregacion de las plaguetas son acontecimientos clave. La
formacion de fibrina estalla en la superficie plaquetaria activada, y la adhesion de las plaquetas
a los neutrdfilos estimula la liberacion de NETsY. La formacion de NETs por estos neutrofilos
activados en situaciones proinflamatorias, proporcionan un andamio para una mayor
formacion de coagulos®. Este mecanismo de formacion de coagulos tiene una mision
defensiva conteniendo la infeccién localmente. Pero si se da de manera sistémica, puede
tener consecuencias letales para los huéspedes®. Ademas, estos agregados plaquetarios

pueden activar la liberacién de trombina, provocando la formacién de fibrina y de coagulos.

La activacion incontrolada de la coagulacion conduce finalmente a la coagulacion
intravascular diseminada (CID). La CID es la manifestacion mas severa de este desbalance.
Ademas de trombosis microvascular, puede asociarse a hemorragias debidas al consumo de

factores de coagulacion, proteinas anticoagulantes y plaquetas'®.

e Disfuncion organica

La disfuncion organica es la consecuencia final de todos los mecanismos fisiopatolégicos
que se han descrito con anterioridad. Cualquier sistema organico puede verse afectado en la
sepsis, pero en la practica clinica suelen evaluarse seis sistemas por razones practicas, que
son los estudiados mas ampliamente: los sistemas cardiovascular, hepatico, pulmonar, renal,
hematolégico y neurolégico (Figura 6). Las alteraciones de los diferentes sistemas pueden ir
desde una disfuncion leve hasta el fallo del 6rgano por completo. Ademas, la sintomatologia

y signos que se generan en los pacientes son diferentes y especificos del 6rgano afectado’”.

En el sistema cardiovascular, la hipotension arterial es la caracteristica mas comun en los

pacientes con sepsis. Las alteraciones se caracterizan por una pérdida del tono vascular, con
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disminucion de las resistencias vasculares sistémicas, con hipovolemia relativa y una
depresion miocardica con disminucion de la funcién sistdlica de ventriculo derecho e

izquierdo'".

La disfuncion renal en la sepsis se presenta clinicamente como oliguria. Los aumentos de
la urea sérica (o0 nitrdgeno ureico en sangre) y la creatinina son frecuentes, e incluso un
aumento menor de la concentracion de creatinina se asocia a una peor evolucién en los
pacientes en estado critico'. La disfuncion renal que evoluciona a insuficiencia renal grave

es una de las principales causas de morbilidad inducida por la sepsis'®.

La alteracién de la funcidon hepatica en ausencia de una anomalia estructural hepatobiliar
es frecuente en la sepsis y esta relacionada con los efectos deletéreos de patégenos, toxinas
y/o citocinas. Las alteraciones de la funcion hepatica se reflejan principalmente en un aumento

de la bilirrubina y transaminasas'®.

Neurological system
¢ Altered mentation
e Confusion

e Disorientation

Cardiovascular system

e Hypotension

e Mottled skin and altered microcirculation
o TLactate levels (in septic shock)

e Altered echocardiography variables

Respiratory system
* Hypoxaemia
ol PaO,:FiO, ratio

Hepatic system
« T Bilirubin levels
o T Liver enzymes

Renal system

e Oliguria

o T Serum creatinine

* T Blood urea nitrogen
o T Biomarkers

Haematological system

° Low platelet count

¢ Disseminated intravascular
coagulation

¢ Petechiae (in some severe cases)

Figura 6. Disfuncion organica en la sepsis. Adaptada de Lelubre y Vicent. (2018)1%

La disfuncion hematoldgica ocurre en la mayoria de los pacientes con sepsis. La gravedad
de la coagulopatia puede ser variable desde trastornos subclinicos hasta una CID fulminante.
La prolongacién del tiempo de protrombina, del tiempo de tromboplastina parcial activada, un
recuento bajo de plaquetas o niveles altos de dimero D son caracteristicas comunes de la

disfuncion hematoldgica®.
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En el sistema respiratorio la disminucion de la presion parcial de oxigeno (PaOz) o
hipoxemia, es la caracteristica distintiva de la apariciéon de disfuncién. Se manifiesta
clinicamente por hiperventilacion y puede dar lugar a una baja presién parcial arterial de
didxido de carbono (PaCQO). El tratamiento de la hipoxemia requiere la administracion de
oxigeno y, en los pacientes mas graves, la ventilacion mecanica'®. El sindrome de distrés

respiratorio agudo (SDRA) es la consecuencia mas grave de la disfuncion respiratoria.

La disfunciéon neuroldgica se presenta como alteracion del nivel de conciencia de los
pacientes que incluye desorientacion y confusion ademas de otros cuadros encefalopaticos.
Estos pacientes tienen una mortalidad elevada y a menudo presentan secuelas cognitivas y

funcionales prolongada'®.

Ademas, la disfunciéon de un unico 6rgano en la sepsis es poco frecuente. La progresion
a un sindrome de fallo multiorganico sigue siendo una de las causas mas frecuentes de muerte
en los pacientes sépticos. Este paso a fallo multiorganico se debe en parte a la existencia de
una “diafonia organica” que implica la desregulacion de un sistema, que desencadena
mecanismos compensatorios en otros sistemas que pueden inducir mas dafio. Un mejor
conocimiento y seguimiento de la mecanica de la interaccion entre érganos permitira anticipar

el dafio organico y desarrollar estrategias terapéuticas individualizadas'®’.

Por esto, la evaluacion del fallo de 6rgano tras una infeccion nos ayuda a diagnosticar la

sepsis, pero ademas puede guiar el manejo de los pacientes.

1.1.4. DIAGNOSTICO Y PRONOSTICO DE LA SEPSIS

A pesar de los avances en investigacion, la sepsis continda siendo una entidad de
diagndstico dificil. Ademas, tras la tercera conferencia se requiere un aumento del score
SOFA de al menos dos puntos. Es mas complicado todavia realizar el diagnéstico con la
suficiente precocidad antes de que la infeccidon evolucione a sepsis y se haya producido fallo
de 6rgano. De hecho, en una revision publicada por Flannery y colaboradores en 2022
describieron como un tercio de los pacientes ingresados en el hospital con sepsis habian sido
atendidos por profesionales sanitarios la semana anterior, pero no se consideraron lo
suficientemente enfermos como para requerir hospitalizacion'®. Por el contrario, en otras
ocasiones el diagnoéstico de sepsis no es correcto debido a que la inflamacién y/o el fallo de
organo que presentan los pacientes estan ocasionados por otras causas. En este caso se
administrara una antibioticoterapia incorrecta que contribuira a la sigilosa pandemia que

estamos viviendo hoy en dia de la resistencia a antibiéticos.
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Para el diagnéstico de sepsis hay que tener en cuenta en un primer lugar los signos y
sintomas de infeccion y su posible origen o foco, y el célculo de la escala SOFA en los
servicios en los que sea posible. En segundo lugar, los probables factores de riesgo del
paciente y, por ultimo, los signos de disfuncion organica, ya que se eleva notoriamente la
mortalidad. Hoy en dia el diagndstico de la sepsis se basa en criterios clinicos junto con datos
de laboratorio, que evaluan fundamentalmente la disfuncion organica en los diferentes

organos afectados.

La fiebre o hipotermia es uno de los signos mas frecuentes, aunque no siempre esta
presente. Es la manifestacion en respuesta a la infeccién, pero también se produce como
reaccion a la inflamacion y al traumatismo dificultando el diagndstico diferencial precoz de
sepsis, por ello se desaconseja su utilizacion como unico predictor o factor excluyente o

incluyente'%%11°,

La hipoxia secundaria a la transferencia alveolocapilar se mide mediante el ratio entre la
presion arterial de oxigeno y la fraccion inspirada de oxigeno (PaO./FiO,). Ademas, esto iria
asociado a una hiperventilaciéon manifestada por un aumento de la frecuencia respiratoria (>
20 respiraciones/min) o disminucion de la PaCO; (< 32 mmHg). Por otro lado, la hipotension
arterial (PAS < 90mmHg o PAM < 65mmHg) junto a los niveles de lactato sérico (> 2 mmol/L)

se utiliza para identificar el shock séptico'®.

Existen diferentes pruebas clinicas y analiticas que se asocian especificamente a
diferentes disfunciones organicas como la disfuncion hepatica se encuentra asociada a una
hiperbilirrubinemia elevada, lactato deshidrogenasa, o las transaminasas elevadas. Ademas,
la presencia de oliguria y las cifras de creatinina son patrones analiticos que se asocian con
la disfuncion renal. Para el estudio de la coagulacion se incluyen el tiempo de tromboplastina
parcial activado, tiempo de protrombina, dimero D, fibrinbgeno. También se tiene en cuenta
la disfuncion neuroldgica que presenta el paciente en el momento de diagnéstico, como la
confusién o el delirio. Ademas, existen biomarcadores de sepsis que se encuentran
implementados en la clinica y pueden ser de gran ayuda tanto en el diagndstico como en la
evaluacién del pronédstico de estos pacientes con sepsis. Entre ellos los mas conocidos son

la proteina C reactiva y la procalcitonina de los cual hablaremos en profundidad mas adelante.

La identificacion del patégeno mediante el cultivo microbiolégico de posibles focos sigue
siendo la herramienta fundamental en esta patologia. Las muestras se deberian tomar
previamente al inicio de la antibioticoterapia, siempre y cuando la extraccién de estos no
supusiera una demora importante para el inicio de la antibioticoterapia que pudiera repercutir

en el progreso del paciente. La toma de cultivos adecuados es fundamental para confirmar la
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infeccion e identificar el patdégeno, asegurando una antibioticoterapia dirigida evitando
contribuir a la resistencia contra antibioticos. Pero esta técnica conlleva el consumo de mucho
tiempo del cual no se dispone en este tipo de pacientes, asi como los posibles resultados
negativos (mas del 40%) que se dan ya que existen gran cantidad de patégenos con

"1 Por ello,

condiciones de cultivo especiales que no somos capaces de implementar in vitro
un hemocultivo negativo no descarta la presencia de sepsis y un hemocultivo positivo no
siempre indica infeccion (simple bacteriemia o contaminacion)'® "2, Ademas, para solventar
estos problemas que supone el cultivo microbiolégico, en los ultimos afios se han desarrollado
técnicas de diagnostico molecular, de resonancia magnética T2 y técnicas de espectrometria
de masas que se han ido implementando en los laboratorios clinicos (MALDI-ToF y ESI-

ToF)'3,

El diagndstico por imagen puede orientar acerca del origen de la infeccion, como pueden
ser las radiografias de térax. Estas técnicas pueden ser de vital importancia en aquellos casos

inespecificos y generalizados en los que desconozcamos un foco inicial.

Ademas, la mayoria de las pruebas aqui citadas son de acceso limitado en las unidades

de atencion primaria, que son los sitios claves en busqueda de la precocidad del diagnéstico.

1.1.4.1. ESCALAS DE GRAVEDAD EN LA SEPSIS

La sepsis es un sindrome altamente complejo, con un camino continuo de gravedad
creciente desde la infeccion hasta la muerte, caracterizado por la disfuncién de multiples
organos. Por ello para evaluar el estado de los pacientes existen escalas de gravedad que
son herramientas que recogen variables con el objetivo de ayudar a diagnosticar

precozmente, pronosticar e incluso para enfocar los tratamientos''“.

Estas escalas se han desarrollado a partir de grandes bases de datos donde se recogen
variables de mayor interés o de mayor impacto sobre la gravedad de la enfermedad. Estas
variables que formaran las escalas tienen que ser previamente consensuadas por expertos y

se han de contrastar por datos estadisticos que las validen correctamente.

La principal limitacién que encuentra la aplicacion de estas escalas es debida a la
variabilidad de los casos tratados, siendo éste un impedimento importante en su utilizacion
real para la toma de decisiones individuales, aunque pueden ofrecer una orientacioén general
del estado de los pacientes. Ademas, 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.

53



A lo largo de los afos, se han creado numerosas escalas clinicas para valorar la gravedad
de la sepsis. Las mas estudiadas y utilizadas, son la APACHE Il (del inglés Acute Physiology
And Chronic Health Condition Il), la SAPS |l (del inglés Simplified Acute Physiology Score Il)

y la SOFA (del inglés Sequential Organ Failure Assessment)'".

La escala APACHE Il es un sistema estatico de valoracién prondstico de mortalidad que
consta de 12 variables fisioldgicas que registran los peores valores de diversos parametros

obtenidos dentro de las primeras 24 horas de ingreso del paciente en la UCI''®™"7,

La escala SAPS Il se describio en 1993 siguiendo el modelo de la APACHE Il para evaluar
la gravedad del paciente al ingreso en UCI utilizando 17 variables. Se puntuan las variantes
de la normalidad de diversos datos fisiologicos y de laboratorio, medidos en las primeras 24
horas de su ingreso, asi como la edad, el estado de salud previo y la causa del estado actual

del paciente!'®1"°,

La escala SOFA es una escala dinamica que se emplea para la evaluaciéon continuada e
independiente del fallo de 6rgano durante la estancia en UCI de un paciente. Es el principal
indice de disfuncion organica utilizado hoy en dia debido a que se encuentra incluida en la
definicion de sepsis y shock séptico establecidas por el 3° Consenso Internacional (SEPSIS-
3)%. Esta escala valora la funcionalidad de 6 o6rganos: respiratorio, cardiovascular, renal,
hepatico, hematologico y sistema nervioso central. Para la evaluacion de cada 6rgano se
asigna el valor de 0 puntos cuando la funcionalidad del érgano es normal, 1 0 2 puntos cuando
existe “disfuncion” y 3 o 4 puntos cuando existe “fracaso” del 6rgano. Por tanto, la puntuacion

SOFA oscila entre un intervalo de 0 a 24 puntos (Tabla 3)'%°.

Se observo una relacion directa entre la mortalidad y puntuacion SOFA, aunque el objetivo
principal de esta escala no era predecir la mortalidad'"'%2. Sin embargo, se trata de una
escala subjetiva, ya que la determinacion de algunos parametros recogidos en la misma

depende del clinico que esté valorando.

No obstante, los estudios realizados en torno a esta escala incluyen pacientes ingresados
en las UCIs y son pocos los estudios con pacientes de los Servicios de Urgencias
Hospitalarios (SUHs) u otros servicios debido a que sus parametros solo pueden recogerse

en un servicio de esta naturaleza, y no en cualquier area del hospital.

Por tanto, se precisa de alternativas objetivas y de facil acceso que permitan valorar el
estado de los pacientes infectados en todas las areas de los hospitales e incluso en los

servicios de atencion primaria, especialmente si queremos ser lo mas precoces posibles a la
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hora de identificar a este tipo de pacientes, algo clave para su tratamiento y, por ende, para

su pronostico.

(mL/dia)

0 1 2 3 4
SNC*

15 13-14 10-12 6-9 <6
Escala Glasgow
Respiratorio >400 <400 <300 <200 <100
PaO2/FiO2 (mmHg)
Cardiovascular DA <5 DA5,1-150 DA >15
Tension arterial =70mmHg <70 mmHg o DBTb A<0,1 oA 20,1
(PAM) o NA <0,1° o NA =0,1°
Coagulacion >150 <150 <100 <50 <20
Plaquetas (10%/mm3)
Funcién hepatica <12 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
Bilirrubina (mg/dL) ’ U T ’ ’
Funcién renal
Creatini L - - >

rea.l |n|n.a (rT1g/d ) <12 1219 2,0-3,4 3,5-4,9 50

o flujo urinario <500 <200

Tabla 3. Escala de Evaluacion Secuencial de la Insuficiencia Organica (Sequential Organ Failure

Assessment, SOFA).

*SNC= sistema nervioso central. Valores con soporte respiratorio. PDA= dopamina, DBT= dobutamina (a cualquier
dosis), A= adrenalina, NA= noradrenalina. Agentes adrenérgicos administrados durante al menos una hora (dosis

mcg/kg/min)
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1.2. COVID-19

1.2.1. HISTORIA DE LA COVID-19

En diciembre de 2019 se reportaron a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) una
serie de pacientes hospitalizados con neumonia de origen desconocido e insuficiencia
respiratoria con una exposicion colectiva previa a un mercado de pescado y animales vivos
en Wuhan, provincia de Hubei (China)'?*'**, En enero de 2020 se identificd la secuencia del
genoma completo categorizando a este nuevo patégeno causante como un betacoranovirus
del mismo subgénero que el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV-
1) designado como 2019-nCov'?*. Posteriormente el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus denominé al nuevo coronavirus como «SARS-CoV-2» (del inglés Severe Acute
Respiratory Syndrome coronavirus 2), y la OMS denominé a la enfermedad «COVID-19»

(enfermedad por coronavirus de 2019)'%.

La OMS declar6 el 30 de enero de 2020 una emergencia internacional para la salud
publica sefalando la existencia de un total de 7.818 casos confirmados en todo el mundo, la
mayoria en China y otros 18 paises mas'?’. El 11 de marzo de 2020 se defini6 la situacion de
pandemia mundial debido a la rapidez de la trasmision, la ausencia de inmunidad previa de la
poblacién, mortalidad e incertidumbre de la situacion'®. Tras 3 afios del inicio de la pandemia,
el 5 de mayo de 2023, desde la OMS se declar6 el fin de la emergencia pandémica a nivel

mundial'®.

En Espafa el Centro Nacional de Microbiologia confirma el primer caso de infeccion por
SARS-CoV-2 en la Gomera el 31 de enero de 2020"°. Por ello, el 14 de marzo con 3.498
casos declarados se establece el estado de alarma en Espafia, que trajo consigo el
confinamiento de toda la poblacion en su domicilio para contener esta pandemia

manteniéndose hasta el 21 de junio del mismo afio'".

Pero a pesar de haberse declarado el fin de la emergencia pandémica, a dia de hoy las
hospitalizaciones debida a COVID-19 siguen siendo una preocupacion de salud publica 2.
Personas de todas las edades siguen teniendo riesgo de hospitalizacién debido a COVID-19
pero son los pacientes fragiles de 265 afios los que presentan tasas de hospitalizacion mas

elevadas y trayectorias mas graves '*%'%,
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1.2.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA COVID-19

En la actualidad, el SARS-CoV-2 ha causado una de las mayores pandemias de los
ultimos tiempos entre las que también se encuentran la peste negre, el célera, la gripe

espanola o el SIDA.

Esta enfermedad es la responsable de al menos 776.281.230 casos y 7.065.880 fallecidos
a nivel mundial (Figura 7). La aparicién de casos no ha sido constante si no que se han ido
distribuyendo en olas relacionadas con la aparicién de nuevas variantes del SARS-CoV-2.

Ademas, la gravedad y mortalidad han mostrado gran variabilidad segun cada pais.

La cepa emergente de SARS-CoV-2 de 2019 se denomina cepa original o de tipo salvaje.
Pero con el tiempo esta cepa ha sufrido mutaciones dando lugar a nuevas variantes. Puede
ocurrir que alguna de estas variantes tenga un impacto significativo en la situaciéon
epidemioldgica por incremento de la facilidad con la que el virus se propaga, induciendo
mecanismos de escape del sistema inmunitario causando una enfermedad mas grave. Esta
nueva variante se designa como variante preocupante (VOC del inglés Variant of Concern).
La OMS propuso utilizar las letras del alfabeto griego para denominar a las nuevas variantes
originadas del SARS-CoV-2'**. Cada VOC que aparecid mostrd ventajas de transmision sobre
la variante anterior y se convirti6 en dominante a nivel regional en algunos casos, y

globalmente en otros'3*1%,

Nodata O 100 300 1,000 3,000 10,000 30,000 100,000 300,000 1 million

L

Figura 7. Casos confirmados de Covid-19 por millén de personas.
Datos de https://ourworldindata.org/explorers/covid

57



INTRODUCCION Amanda de la Fuente Vazquez

En Espafia, las cifras acumulan 13.980.340 de casos y 121.852 de fallecidos a dia de 4
de octubre de 2024 . El pico de mortalidad tuvo lugar en la primera ola en marzo de 2020,
sin embargo, el pico de incidencia se retrasé hasta la sexta ola en enero de 2022 en la cual

se encontraba circulando la cepa 6micron (Figura 8).

a)
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40
20
Ok, ' ' Spain
Mar 1, 2020 Feb 24,2021 Sep 12,2021 Mar 31, 2022 Oct 17, 2022 Jul 9,2023
15,000
10,000
5,000
0 ' " Spain
Mar 1, 2020 Feb 24,2021 Sep 12,2021 Mar 31, 2022 Oct 17, 2022 Jul 9,2023

Figura 8. a) Numero de muertes por COVID-19 en Espafa por millén de personas.
b) Numero de casos de COVID-19 en Espafia por millén de personas.
Datos de https://ourworldindata.org/covid-cases.
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1.2.3. SARS-CoV-2

Los coronavirus conforman una familia de virus de ARN monocatenario de sentido positivo
que causan enfermedades en animales y humanos. Antes de 2019, seis coronavirus se
habian descrito en seres humanos. Estos causan frecuentemente infeccién en el tracto
respiratorio superior provocando sintomas de refriado comun. No obstante, existen algunos
coronavirus que causan enfermedades mas graves como los coronavirus del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-1) y el sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS-

CoV) que causaron epidemias en 2002 y 2012, respectivamente’3®'3°,

El SARS-CoV-2 es un betacoronavirus conformado por un genoma de cadena sencilla de
29891 bases que codifican para 9860 aminoacidos y con una capside como envoltura. Esta
envuelta es esférica con espiculas, lo que le confiere el nombre a la familia de los coronavirus.
El genoma de estos virus codifica tanto para proteinas estructurales como no estructurales.
Las cuatro proteinas estructurales esenciales son la glicoproteina de superficie Spike (S), la
proteina pequefia de la envuelta (E), la proteina matriz de la membrana (M) y la proteina de
la nucleocapside (N). Ademas, también codifica otras proteinas no estructurales organizadas

en marcos abiertos de lectura (ORFs, del inglés open reading frames)'*°

La proteina S es la mas antigénica y se encuentra compuesta por dos subunidades, S1
que contiene el dominio de union al receptor (RBD, del inglés Receptor Binding Domain)y S2,
que incluye el péptido de fusién, entre otros. La proteina M una proteina de gran tamafo que
se encuentra también en la superficie celular, y da forma al virus, ademas de participar en el
empaquetamiento del ARN. La proteina E es una proteina de pequefio tamafio que colabora
en el ensamblaje y liberacion de los viriones. La proteina N se une al ARN viral favoreciendo
su empaquetamiento, ademas de mediar en el ensamblaje viral. En cuanto a las proteinas no
estructurales, las replicasas, proteasa y ARN polimerasa son las mas relevantes ya que se

encargan de la transcripcion y replicacion del virus™'.

El SARS-CoV-2 se transmite por via respiratoria a través de gotas o aerosoles, por
contacto o transmision fecal. En la Figura 9 se muestra el ciclo de multiplicacion del SARS-
CoV2. Cuando el virus llega al organismo utiliza la enzima convertidora de la angiotensina 2
(ECA2) como receptor para la entrada a las células del huésped al igual que el SARS-CoV
original. SARS-CoV-2 utiliza la serina proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2) del huésped
para el procesamiento proteolitico necesario en la proteina S para activarla y que se produzca
la fusion celular y la entrada del ARN viral a las células huésped'?'*3, EI ARN viral se traduce
en los ribosomas y formara las proteinas no estructurales. Estas proteinas colaboraran en la

replicacion del virus formando los llamados complejos de Replicacion-Transcripcion (RTC, del
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inglés Replication-Transcription Complex) donde se llevara a cabo la replicacion del ARN viral,
la transcripcion del ARNm subgendmico y la traduccion, lo que generara las proteinas
estructurales. Posteriormente en el aparato de Golgi se producira el ensamblaje de estas

proteinas y la maduracion de los viriones que seran liberados de las células'™“.
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Figura 9. Ciclo de multiplicacién celular del SARS-CoV-2

1.2.4. FISIOPATOLOGIA DE LA COVID-19

Gran parte de los pacientes infectados por SARS-CoV-2 no van a desarrollar una infeccion
grave y la infeccion se limita localmente a las vias respiratorias superiores. Sin embargo, en
otras personas, la infeccion provoca una neumonia grave debida a la inmunopatologia

desencadenada por la infeccion del tracto respiratorio inferior y el desarrollo del SDRA.

Como ocurre en la sepsis, los pacientes que desarrollan COVID-19 grave suelen ser unos
huéspedes vulnerables con algun predisponente que conduce a respuestas inmunitarias
desreguladas'®. Entre estos predisponentes se encuentran el sexo, la edad, la propia
genética, algunas comorbilidades como obesidad, hipertension, diabetes, enfermedad renal
cronica, hiperlipidemia o enfermedad cardiovascular y el estado de vacunaciéon entre

otros 6147,
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Los mecanismos claves que pueden desempenar un papel en la fisiopatologia de esta
enfermedad incluyen la desregulacién de la respuesta inmunitaria, el dafo endotelial y la
activacion de la coagulacién lo que provoca la “tromboinflamacion”, ademas de la
desregulacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) (Figura 10)'*®. La
importancia relativa de estos mecanismos en la fisiopatologia de la COVID-19 no se conoce

por completo en la actualidad.

Mientras que, algunos de estos mecanismos, como la entrada viral y el dafo tisular
mediados por ECA2 y la desregulacion del SRAA, pueden ser exclusivos de la COVID-19, la
patogénesis inmunitaria causada por la liberacion sistémica de citocinas y las disfunciones de
la microcirculacion también pueden darse en otras patologias infecciosas como la sepsis y el

shock séptico™®.

Todo esto puede conllevar a la presencia de una serie de secuelas a largo plazo en los
supervivientes de COVID-19 entre el 39-46% que se denomina como long COVID'®. Esto
provoca una reduccion de la calidad de vida en estos pacientes. Se han descrito mas de 100
sintomas diversos en distintos sistemas, incluidos el respiratorio, el neurolégico, el

cardiovascular y el gastrointestinal®1%",
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Figura 10. Fisiopatologia de la COVID-19.

Los mecanismos propuestos para la COVID-19 incluyen (1) dafio celular directo mediado por el virus;
(2) desregulacion del RAAS como consecuencia de la regulacion a la baja de ECA2 relacionada con
la entrada viral; (3) dafio de las células endoteliales y tromboinflamacion; y (4) desregulacién de la
respuesta inmunitaria e hiperinflacién causada por la inhibicion de la sefializacion del interferén por el
virus, linfopenia y produccion de citocinas proinflamatorias. Adaptada de Guapta y cols. (2020)'4®
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e Sistema resina angiotensina-aldosterona

La funcién del receptor ECA2 es la regulacion del SRAA. Este sistema se compone por
una cascada de péptidos reguladores que participan en procesos fisioldgicos claves para el
organismo como el equilibrio de liquidos y electrolitos, la regulacién de la presidén sanguinea,
la permeabilidad vascular y el crecimiento tisular. ECA2 tiene como funcién la transformacion
de Angiotensina | en Angiotensina 1-9 y de la Angiotensina Il en Angiotensina 1-7. Estos
productos finales tienen propiedades vasodilatadoras, antiproliferativas, antifibroticas y

antiinflamatorios'#¢152,

La infeccion por SARS-CoV-2 reduce la expresion de ECA2 en las células infectadas
debido a su internalizacién y su regulacion a la baja seguida de la degradacion lisosomal'3.
Esto favorece la progresion de los procesos inflamatorios y pro-fibréticos en el pulmon'®21%4,

Ademas, se ha visto como el SRAA esta muy activado en pacientes con COVID-19 grave'®®.

ECA2 también controla el sistema calicreina-quinina, el cual regula la permeabilidad
vascular. Por ello, su internalizacién puede provocar un aumento de la permeabilidad de los
vasos favoreciendo el edema pulmonar'?. Los estudios de Martens y Alfaro evidencian la
existencia de una desregulacion de este sistema en lavados bronco-alveolares y plasma de

pacientes con COVID-19 que ademas se asociaba con la gravedad de estos'>*'%¢,

e Desregulacion de la respuesta inmune

La desregulacion entre las respuestas inmunes innata y adaptativa es el principal evento
en la fisiopatologia de la COVID-19. Esta respuesta disfuncional conduce a un aclaramiento
defectuoso del virus, a inflamacién y dano de tejidos llegando a afectar sistémicamente a

varios 6rganos y conduciendo a un fallo multiorganico.

Respuesta inmune innata

El primer contacto del SARS-CoV-2 con el organismo ocurre en el tracto respiratorio
superior, donde empieza a inducir una respuesta inmune en las mucosas. Esto conlleva una
activacion de la respuesta inmune innata a través de los PRR al reconocer PAMPs y DAMPs
desencadenando una respuesta antiviral via interferon de tipo I/lll, produccion de citoquinas
proinflamatorias, activacion de macrofagos, células dendriticas y otras células inmunes, como

se produce en otros tipos de infeccidon como la sepsis.
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Sin embargo, una huella importante de la COVID-19 grave es una respuesta antiviral tardia
o defectuosa de IFN, caracterizada tanto por la deficiente produccion de la proteina como la
baja estimulacion de los genes de la respuesta IFN'"-"%°_Esto se debe a que existen proteinas
del virus que antagonizan con la respuesta del INF como se ha reportado en el caso de
ORF3b, ORF6, ORF8 y N del SARS-CoV-260161,

Los neutrdfilos van a estar involucrados en esta desregulacion debido a una excesiva
formacion de NETs que al igual que en la sepsis puede contribuir a exacerbar la inflamacion
y la trombosis microvascular, pudiendo provocar el dafio en los tejidos. En un estudio
publicado en 2020 se han observado como en los pacientes con COVID-19 existia la
presencia en suero de componentes de las NETS como histonas ADN libre o mieloperoxidasa,
y se ha relacionado con el estado grave de la enfermedad'®2. También se ha demostrado que
otras ceélulas inmunes innatas como son las células NK se ven disminuidas en sangre
periférica durante la infeccion grave por SARS-CoV-2'®3, ademas de encontrarse
funcionalmente desactivadas ya que el SARS-CoV-2 promueve el agotamiento, la inhibicion,

la pérdida de receptores activadores en estas células'®*.

Ademas, se da una hiperproduccién inusual de citoquinas'®®. Entre estas citoquinas se
encuentra IL-6, la IL-8, IL-1B, TNF-a, proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, del
inglés monocyte chemoattractant protein 1), IL-7, IL-17 y IL-18 entre otros, y se han asociado
en multiples estudios con la gravedad de la enfermedad y la mortalidad'®®='®®, En otros trabajos
se ha visto como la produccién sostenida de alguno de estos mediadores como son IL-6 0
TNF-a en pacientes infectados por SARS-CoV-2 se correlaciona con una reduccién de la
maduracion de monocitos. Esto tiene como resultado una reduccion de la expresion del
antigeno MHC de clase Il (HLA-DR) en los monocitos circulantes, lo que dio lugar a células
menos capaces de presentar antigeno'®®. Esta respuesta inflamatoria exacerbada del
organismo induce dafio en los tejidos y érganos contribuyendo al aumento de la gravedad de

la enfermedad e incluso a la muerte.

Al igual que en la sepsis, la activacion del complemento puede contribuir en la

fisiopatologia de esta enfermedad'®

. En pacientes con COVID-19 la acumulacién de
componentes como los del complejo de ataque a la membrana o C5a en el pulmon se asocia
a mas fallo pulmonar'’®-2, También, el SARS-CoV-2 codifica proteinas viricas que activan el
inflamasoma, activando la cascada inflamatoria, lo que conduce a la produccién de citoquinas
proinflamatorias (principalmente, IL-1B e IL-18)"3. Su activacién se ha visto asociada con la

gravedad de la COVID-19'"4,
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Respuesta inmune adaptativa

Una de las principales huellas de la desregulacion inmune adaptativa es una profunda
linfopenia sostenida, principalmente células T CD4" y T CD8". Esta linfopenia se ha visto

d'®17>178 L a reduccion de células T en sangre

asociada a la gravedad de la enfermeda
periférica se puede deber a la apoptosis de las propias células, pero también a su infiltracion
en los pulmones lo que se ha visto en los casos graves de COVID-19"%'8 | a linfopenia
producida por SARS-CoV-2 se diferencia de la que producen otras infecciones como la gripe,
por su magnitud y su durabilidad. Por otro lado, las células Treg especificas de SARS-CoV-2

se encontraron elevadas en los casos de COVID-19 con peor desenlace'".

Se ha visto ademas una reduccion de las células B. En un estudio publicado en 2022,
Colkesen y colaboradores vieron niveles significativamente mas bajos de células B totales en
los pacientes que fallecian comparados con los que se recuperaban. Ademas, estos pacientes
también mostraban niveles reducidos de IgA, IgG e IgG1 periféricas especificas de SARSCoV-
282 La produccion retrasada o deficiente de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 ha sido
documentada por nuestro grupo y otros investigadores demostrando que los titulos bajos de

estos anticuerpos se asocian a un mal prondstico en los pacientes con COVID-19'83-186,

Por ultimo, se han reportado la presencia de autoanticuerpos en pacientes con COVID-
19, en especifico anticuerpos neutralizantes de IFNs de tipo |. Estos autoanticuerpos se
encuentran en el 10% de los pacientes y se asocian con neumonia grave y fallo

187-

multiorganico'®""®°. En estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que estos autoanticuerpos

bloquean la actividad del IFN-a lo que contribuye a la explicacién de esa menor actividad

antiviral en algunos pacientes graves'?%'",

e Dafio endotelial y coagulacion

La pérdida de la integridad de la barrera endotelial y el desarrollo de un endotelio
procoagulante se cree que contribuye a la iniciacién y propagacién de SDRA induciendo

endotelitis y mediando la infiltracion de células inflamatorias en el pulmén'?.

El dafio directo de las células endoteliales causado por la entrada del SARS-CoV-2 via
ECAZ2Yy las fuertes respuestas inflamatorias, son factores claves que conducen al desequilibrio
entre la activacion de la coagulacion y la inhibicion de la fibrinolisis'®. Debido a la accién de
una amplia variedad de estimulos como citoquinas, ROS, reactantes de fase aguda, DAMPs,
se puede desencadenar la activacion del endotelio, promover la muerte de células

endoteliales y romper las uniones entre células aumentando asi su permeabilidad'®. También
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se han observado particulas virales en células endoteliales, aunque no queda claro su papel
en la fisiopatologia de la COVID-19'%1% Ademas, se ha visto que la glicoproteina Spike y la

proteina de la nucleocéapside inducen la activacién directa del endotelio®®.

Este aumento de la permeabilidad hace que se produzca una fuga de viriones o
componentes viricos desde el pulmoén hacia la sangre periférica pudiendo asi contribuir a la
disfuncion endotelial sistémica y la vasculopatia en esta enfermedad ademas de propagar el
dano a otros 6rganos distantes. Existe amplia evidencia de la presencia de material del SARS-

CoV-2 en la sangre o plasma y su asociacion con la gravedad de estos pacientes 8 9-1%,

En consecuencia, se produce la activacion de la cascada de la coagulacion ya que el
propio dafo tisular del endotelio pude activar la via intrinseca a través de los DAMPS, los
monocitos activados mediante PRR presentan FT en su superficie, las células inmunitarias
quimioatraidas también tienen efectos pro-coagulantes y los neutréfilos van a liberar NETs
que como ya hemos visto anteriormente contribuyen tanto directamente como indirectamente

mediante el reclutamiento plaquetario'®

. Ademas, la comunicacién cruzada entre plaquetas y
neutrdfilos y la activacion de los macréfagos en este contexto pueden facilitar diversos efectos
proinflamatorios, como la liberacién de citocinas, activacion del complemento, la formacion de

fibrina y/o microtrombos, mecanismo conocido como tromboinflamacion™®.

Al igual que vimos en la sepsis, existen alteraciones en la actividad de los anticoagulantes
endogenos'®. Se ha observado disminucion de la actividad fibrinolitica, ademas de la

desregulacion del sistema de la proteina C que contribuye a la coagulopatia'®®22,

Los pacientes con COVID-19 grave, presentan multiples signos de hipercoagulacién como
concentraciones altas de Dimero D circulante, incremento del fibrindgeno, discreta elevacion
del tiempo de protrombina y trombocitopenia. Se cree que existe una trombosis de la
circulacién pulmonar inducida por lesiones en la barrera endotelial?®. Todo esto va a contribuir

a la disminucion de la fusion respiratoria y al empeoramiento del prondstico.

Estos eventos de dafio endotelial y coagulopatia son huellas comunes en la fisiopatologia
de otras enfermedades como las ya descritas en la sepsis y shock séptico®®. Pero existen
algunas diferencias: los tromboembolismos venosos y arteriales ocurren mas frecuentemente
en los pacientes con COVID-19 comparado con otros pacientes?**. Mientras que la sepsis se
caracteriza por una hipercoagulacion sistémica y una fibrinolisis suprimida en los casos graves
de COVID-19 predomina una coagulopatia local con formacion de trombos. Ademas, la
trombocitopenia suele ser mas leve, el consumo de factores de coagulacion es limitado y las

manifestaciones hemorragicas son infrecuentes?®.
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e Disfuncion organica extrapulmonar

El SARS-CoV-2 causa especificamente una enfermedad respiratoria, incluyendo
neumonia y SDRA, pero los clinicos han observado muchas manifestaciones extrapulmonares
a mayores en los pacientes con COVID-19 (Figura 11). Los trastornos vasculares suelen ser
sistémicos y presentan una vasodisregulacién generalizada que incluye alteracion de la
barrera endotelial y del control de la permeabilidad, alteracion de las membranas celulares,
inflamacion localizada en el endotelio y un estado protrombético de las células endoteliales®®.
La literatura sugiere que los sistemas hematoldgico, cardiovascular, renal, gastrointestinal,
hepatico, neuroldgico, oftalmoldgico y dermatoldgico pueden verse afectados'*®. Estos
hallazgos se encuentran respaldados con los varios estudios que encuentran particulas viricas
intracelulares u otro tipo de material virico en multiples 6rganos pudiendo ser factor causal de

las disfunciones organicas y por consecuencia de las manifestaciones clinicas?%%-2'2,

Neurologic
Headaches
Dizziness
Encephalopathy
Guillain-Barré
Ageusia
Myalgia
Anosmia
Stroke

Cardiac
Takotsubo cardiomyopathy
Myocardial injury/myocarditis
Cardiac arrhythmias
Cardiogenic shock
Myocardial ischemia
Acute cor pulmonale

Thromboembolism
Deep vein thrombosis
Pulmonary embolism

Hepatic Catheter-related thrombosis
Elevated
aminotransferases
Elevated bilirubin
Renal Endocrine
Acute kidney injury Hyperglycemia
Proteinuria Diabetic ketoacidosis
Hematuria

Gastrointestinal
Diarrhea
Nausea/vomiting
Abdominal pain
Anorexia

Figura 11. Manifestaciones extrapulmonares COVID-19. Adaptada de Guapta y cols. (2020)'®

1.2.5. DIAGNOSTICO DE LA COVID-19

La deteccion temprana y precisa del SARS-CoV-2 es fundamental tanto para el
diagnostico de la COVID-19 y tomar las medidas terapéuticas necesarias, como para conocer
la situacion epidemiolégica y tomar medidas de Salud Publica frente a su propagacion. Las
herramientas para la deteccion temprana del virus se basan en la deteccion molecular de

acidos nucleicos o proteinas. A nivel de la muestra utilizada, aunque se ha identificado el virus
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en diferentes muestras biolégicas como orina o heces, se prefiere el uso de muestras

respiratorias como el exudado nasofaringeo por su sensibilidad y fiabilidad (Figura 12)?*2.

e Deteccidn de acidos nucleicos

Las técnicas de amplificacion de acidos nucleicos (TAAN) detectan el genoma del SARS-
CoV-2 constituido por una cadena de ARN. La técnica mas comun es la reaccién en cadena
de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR). Se trata de un método que lleva a cabo
la transcripcion del ARN del SARS-CoV-2 en ADN complementario (ADNc) seguido de una
PCR en tiempo real para la amplificacion de ese ADNc. Los genes viricos como RdRp, E,

ORF1ab o N son las secuencias de interés a las que se va a dirigir la técnica®™.

El umbral de ciclo (Ct) se refiere al numero de ciclos de un ensayo de RT-PCR necesarios
para la amplificacion del ARN viral para alcanzar un nivel detectable. Por lo que niveles de Ct
mas bajos indican niveles virales mas altos. La RT-PCR en muestra nasofaringea tiene una
sensibilidad del 90-97% y una especificidad mayor del 98%, siendo el Gold-standard para la
deteccion temprana del virus tanto en nifios como adultos?'®. Sin embargo, su complejidad
técnica le hace tener una aplicacién limitada y requiere de al menos 2 horas para obtener un

resultado.

Otro método basado en la amplificacion isotérmica mediada por bucle de transcripcion
inversa (RT-LAMP), es mucho mas sencilla y no va a precisar de termociclador. Esta técnica
es fiable, no requiere de personal cualificado ni de equipo de alto coste y se obtienen
resultados en 20 minutos detectdndose mediante un cambio de color, pero muy pocas
técnicas moleculares basadas en RT-LAMP han llegado a mercado debido a la reactividad
cruzada y a su falta de sensibilidad. A pesar de ello, sus caracteristicas la hacen idénea para

su utilizacién en areas menos desarrolladas y con capacidades técnicas inferiores?'.

También existen otros métodos emergentes que se pueden utilizar para la deteccion del
SARS-CoV-2 como la PCR digital basada en gotas (ddPCR) que es considerado un método
mas sensible para la deteccion del ARN del virus?'”. Por otro lado, la secuenciacion del
genoma completo puede mejorar y superar las limitaciones que presenta la RT-PCR, siendo
capaz de detectar fragmentos incluso cuando no hay un genoma completo en la muestra,
aunque debido a sus caracteristicas técnicas puede que no sea el ideal para uso rutinario en
la practica clinica. A pesar de esta limitacion, esta tecnologia proporcionaria informacién sobre
la tasa de mutaciones genéticas del SARS-CoV-2%8. Por dltimo, las tecnologias basadas en

las repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR,
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INTRODUCCION Amanda de la Fuente Vazquez

del inglés Clustered regularly interspaced short palindromic repeats) han ganado popularidad
para la deteccion de acidos nucleicos de diferentes patdégenos. Existen varios ensayos de
deteccion basados en CRISPR como son DETECTR?'® y SHERLOCK?20:2?1,

RT-PCR

RT-LAMP

ddPCR/ CRISPR
/I NGS

—> ELISAs

— > CLIAs

—> CLIAs

Rayos X

)
)
0»
s, 08

Ver, TAC

Figura 12. Representacion esquematica de varios métodos analiticos disponibles para la deteccion
del SARS-CoV-2. Adaptada de Rai y cols. (2021)*'* y Cheng y cols. (2023)*'®

e Deteccidn de proteinas

Existen pruebas basadas en la busqueda de antigenos especificos del virus (proteina
S, M o N) en muestra respiratoria. Se pueden utilizar diferentes técnicas como ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISAs, del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent
Assays) o ensayos de quimioluminiscencia (CLIAs, del inglés Chemiluminescence
Immunoassays), aunque los mas utilizados por su rapidez, facilidad, portabilidad y precio son
los ensayos inmunocromatograficos de flujo lateral (LFIAs, del inglés Lateral Flow
Inmunocromatographic Assays) también denominados coloquialmente tests rapidos de
antigenos. Este ensayo inmunocromatografico busca los antigenos en las proteinas viricas a
través del desplazamiento de la muestra por una membrana de nitrocelulosa que contiene
anticuerpos especificos para esos antigenos????%, A pesar de que esta deteccidon es menos
sensible que los métodos moleculares y que detectan el antigeno virico cuando el paciente
tiene una carga viral alta, son ensayos sencillos de realizar, rapidos y no se necesita formacion

previa para llevar a cabo.
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Otros métodos basados en la detecciéon de proteinas serian los métodos serolégicos.
Estos no detectan directamente al virus si no que lo hacen indirectamente detectando los
anticuerpos del sistema inmune (IgM, IgG, IgA) que se producen cuando el huésped entra en
contacto con el virus, especialmente contra la proteina N y S del SARS-CoV-2. La
seroconversion en la mayoria del paciente ocurre en las dos primeras semanas después del
inicio de los sintomas, por ello no se utilizan como método diagndstico de la infeccion aguda.
Existen varias plataformas para la realizacion de las pruebas seroldgicas basadas en los
mismos ensayos que para la deteccion de antigenos: las técnicas rapidas LFIAs y las
plataformas automatizadas basados en ELISA o CLIA%?*%?2_ Para este fin las técnicas con

mayor sensibilidad son las CLIAs?**

. Cuando los pacientes estan vacunados, hay que
interpretar los resultados con cautela sobre todo con las pruebas dirigidas a la deteccion de

anticuerpos anti-Spike.

e Diagnostico por imagen

Los métodos moleculares explicados anteriormente no estan exentos de presentar falsos
negativos. Por ello, la historia clinica y las técnicas de imagen como la radiografia de térax, la
tomografia computarizada (TAC), la ecografia, el ultrasonido de pulmén, la resonancia
magnética (RM) y la tomografia por emision de positrones (PET del inglés positron emission
tomography)-TAC (PET/TAC), han sido de gran ayuda sobre todo al inicio de la pandemia

cuando los recursos microbioldgicos eran limitados?'6:222,

La TAC es una de las primeras técnicas de imagen in vivo mas utilizadas para detectar
anomalias relacionadas con enfermedades respiratorias como la neumonia. Se ha observado
un mejor rendimiento de la TAC comparada con la radiografia toracica, ya que existen
alteraciones que no se observan mediante esta ultima. Aunque entre sus limitaciones se
encuentran los falsos positivos como consecuencia del solapamiento con otras infecciones
como la gripe, SARS o MERS?'*. Sin embargo, la TAC toracica podria ser una herramienta
muy util para monitorizar la progresion y el efecto terapéutico en los pacientes con COVID-19

y ademas ayudar a descartar resultados negativos de la RT-PCR?'®,
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1.3. BIOMARCADORES EN LAS ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

Un biomarcador es cualquier molécula medible en una muestra biolégica de forma
objetiva, sistematica y precisa, cuyos niveles constituyen indicadores de que un proceso es

normal o patolégico?®.

El biomarcador ideal deberia tener una elevada sensibilidad y
especificidad, a la vez que deberia ser accesible, de facil y rapida determinacién, que se
correlacione con la clinica y evolucion del paciente y que pueda predecir mortalidad. Este
biomarcador seria capaz de diagnosticar precozmente, identificar a los pacientes con
infeccion grave, evaluar el prondstico o monitorizar la evolucion de la respuesta a un

tratamiento determinado??%?%,

Los biomarcadores se pueden dividir segun su funcién en biomarcadores diagnoésticos,
pronosticos y terapéuticos. Los biomarcadores diagnésticos diferencian entre enfermedades
infecciosas y no infecciosas o ayudan a identificar patdgenos especificos. Un biomarcador
diagnéstico puede reducir el uso inadecuado de antibioticos y podria utilizarse para mejorar
la administracién de los mismos. Los biomarcadores prondsticos son utiles para evaluar el
riesgo de mala evolucién en los pacientes, permitiendo su estratificacion segun perfiles de
gravedad. Por ultimo, los biomarcadores terapéuticos se utilizan para evaluar la eficacia de
un tratamiento®®. En los Gltimos afios, han aparecido unos biomarcadores que se han utilizado
con un fin adicional denominados teragnosticos. Estos nuevos biomarcadores tienen la
capacidad para identificar a un paciente concreto que podria beneficiarse de una terapia

)228,229

(medicina de precision . Un mismo biomarcador podria servir para varias de estas

funciones.

Segun su procedencia podemos distinguir entre biomarcadores especificos de patégenos
0 biomarcadores de la respuesta del huésped. Los biomarcadores especificos de patégenos
identifican los organismos infecciosos causantes y, por lo tanto, apoyan la seleccion de
antibioticos de espectro estrecho dirigidos a la cepa causante. La reduccion del uso de
antibioticos de amplio espectro puede ayudar a prevenir la colonizacidon por organismos
multirresistentes y disminuir el riesgo de efectos adversos de los antibiéticos, reduciendo asi
la duracion de las estancias hospitalarias y los costes médicos®®. La deteccion del material
genético del propio microrganismo es cada vez mas habitual como marcador de infecciones,
pero aun no estan bien estandarizada. Sin embargo, las pruebas de detecciéon de antigenos
se utilizan ampliamente. La mayoria de estas pruebas rapidas de antigenos se basan en
ensayos inmunocromatograficos y pueden utilizarse de manera sencilla y a pie de cama. Estas

pruebas presentan una especificidad elevada, pero una sensibilidad de baja a moderada?°%3",
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En los ultimos afios se ha desarrollado la secuenciacion metagenomica de proxima
generacion lo que supone un avance para la identificacion de material microbiano en las

enfermedades infecciosas, asi como para la identificacion de los patégenos?22%,

Por otro lado, los biomarcadores de la respuesta del huésped nos informan acerca de la
desregulacion que existe en los pacientes pudiendo identificar y evaluar los procesos
fisiopatoldgicos que estan ocurriendo en el organismo. Durante el proceso fisiopatologico se
liberan una gran cantidad de mediadores y moléculas que pueden ser utiles como
marcadores. Entre ellas se encuentran proteinas de fase aguda, citocinas, quimiocinas,
DAMPs, marcadores de células endoteliales, marcadores de superficie de leucocitos, ARN no
codificantes, miARN vy receptores solubles, asi como metabolitos y alteraciones en la

expresion de genes (transcriptémica)®*.

En el ambito de las enfermedades infecciosas, la busqueda de biomarcadores altamente
especificos y sensibles, asi como el desarrollo de métodos universales y fiables para detectar
estos biomarcadores para el diagnostico y prondstico de los pacientes han sido los retos mas

importantes?®.

1.3.1. BIOMARCADORES EN LA SEPSIS

El diagnéstico de la sepsis sigue siendo problematico, debido a la ausencia de un sintoma
guia. Con frecuencia no se identifica el patégeno y la respuesta desregulada del huésped es
inespecifica. Los hemocultivos suelen tardar dias en dar un resultado y, aun asi,
aproximadamente el 90% son negativos, a veces a pesar de fuertes indicios clinicos de
sepsis®®. Esto retrasa la identificacion de los pacientes con la consiguiente demora en el
tratamiento y una mayor mortalidad. Ademas, por otra parte, se puede dar el sobrediagnéstico

con el consecuente sobretratamiento con antibiéticos*:.

En el 2010, Pierrakos y Vincent realizaron una revision donde encontraron 178
biomarcadores hasta la fecha relacionados con la sepsis®®’. Diez afios después, los mismos
autores identificaron 258 biomarcadores de sepsis, incluyendo 80 que no se habian reportado
en la revision anterior. El 31% del total de biomarcadores habian sido evaluados en un unico
estudio y solo 28 (incluyendo a la proteina C reactiva y la procalcitonina) habian sido
estudiados en trabajos clinicos con cohortes de pacientes considerables (mas de 300
pacientes)?*®. Esta reciente revision evidencia la necesidad de una mayor investigacion en

torno al significado clinico real de estos biomarcadores descritos en la literatura.
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Por ultimo, uno de los desafios para identificar un biomarcador ideal para el diagndstico
precoz radica en las diferencias en los entornos de atencion sanitaria donde se llevan a cabo
los estudios y en las caracteristicas de los pacientes incluidos. La identificacion del paciente
con sepsis segun la definicién Sepsis-3 podria no ser lo suficientemente precoz. Por ello, los
estudios deberian centrarse en etapas anteriores al desarrollo de la sepsis, como el estado
de “Pre-sepsis” descrito por Bermejo y colaboradores, que podria estar identificado por un
SOFA < 2. Es probable que estos pacientes aun no se encuentren hospitalizados, y en

muchos casos, estén lejos de requerir atencion en UCIs?*.

1.3.1.1. Biomarcadores especificos de patdégeno en Sepsis

En el caso de la sepsis, al no ser un unico patdgeno el causante de la patologia los
biomarcadores especificos de patdgeno son mas dificiles de estandarizar e implementar en

la practica clinica diaria®*°.

En los ultimos afios, se ha producido un fuerte desarrollo de las metodologias
genomicas/moleculares capaces de detectar con precision el ARN/ADN bacteriano en los
fluidos corporales®'. Este campo es prometedor, y cada vez existen mas estudios en la
estandarizacion de técnicas basadas en la PCR para la identificacion del material genético de
aquellos patégenos mas comunes causantes de una infeccion que puede dar lugar a una
sepsis. Como, por ejemplo, la reciente plataforma de diagndstico SUSPECTS (secuenciacion
de enriquecimiento selectivo basada en PCR de supresion) fue capaz de detectar ocho

patdgenos comunes causantes de sepsis?*2.

En nuestro grupo también se trabaja en esta linea utilizando para ello la tecnologia
ddPCR?*, Tedim y cols. publicaron este afio un estudio piloto que demuestra la posibilidad de
identificar y cuantificar ADN bacteriano de los microorganismos frecuentemente implicados en
infecciones con riesgo de evolucionar a sepsis, como son Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, y Enterococcus spp. (principalmente, Enterococcus
faecalis y Enterococcus faecium). EI método mostro un limite de deteccion muy bajo, con alta
sensibilidad y especificidad elevadas, permitiendo la deteccion directa desde muestras de

sangre sin necesidad de cultivo bacteriano previo®*.

Son necesarios mas estudios para el desarrollo, estandarizacion e implementacion de

marcadores especificos de los patégenos.
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1.3.1.2. Biomarcadores de la respuesta del huésped en Sepsis

Los biomarcadores de respuesta del huésped en la sepsis se pueden dividir segun las

funciones alteradas durante la propia fisiopatologia de la infeccién, como son:

O

Citoquinas pro y antiinflamatorias o inmunosupresoras: en la sepsis existe una presencia

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?*®. IL-6 e IL-8 tienen poder predictivo de

mortalidad?*¢-247(°6),

Marcadores de actividad neutrofilica, macrofagica, monocitaria o linfocitaria: el receptor

CD64 tiene alta afinidad por las inmunoglobulinas y refleja la activacion de los
polimorfonucleares en la sepsis?*®2*°. Las proteinasas que se almacenan dentro de los
granulos del neutréfilo como Lipocalina-2 o Mieloperoxidasa también han demostrado su
eficacia para el diagndstico de sepsis y shock séptico y se asociaron con la
mortalidad®**2*'. Otro marcador que ha sido estudiado es la presepsina (sCD14-ST), la
forma soluble de la proteina CD14 que forma parte del receptor Toll-like (TLR-4) de los
monocitos/macréfagos activados. Este receptor ha confirmado su rol diagnéstico y

prondstico y su correlacion con el SOFA en varios estudios?®?-2%,

Marcadores relacionados con el dafo endotelial: debido a que este es un evento clave en

la sepsis, se han estudiado multiples parametros para ser usados como marcadores en la
sepsis. La adrenomedulina es una molécula muy importante en el proceso inflamatorio, es
sintetizada en el endotelio y tiene accion vasodilatadora, inotropico, diurético, natriurético
y broncodilatador. Su sintesis se produce en respuesta a citoquinas inflamatorias, LPS,
hormonas (glucocorticoides, angiotensina Il, aldosterona) y factores de hipoxia, isquemia,
estrés oxidativo o la hiperglucemia®®. Dado que tiene una vida media muy corta, su
deteccidn se realiza mediante un fragmento mas estable de su precursor, la regién media
de su precursor la pro-adrenomedulina (MR-proADM) que se ha visto que posee valor
diagnostico y prondstico. Ademas, puede servir como marcador especifico de ciertos tipos
de fallo de 6rgano®®. Moléculas como Endothelina-1, ICAM-1, VCAM-1, E-selectina,
sindecan-1, angipoyetinas 1 y 2 también han sido estudiadas como biomarcadores de

SepSi8250’257'263.

Marcadores de coagulacién: este es otro evento clave en la sepsis, por ello algunos

parametros involucrados en la cascada de la coagulacion han sido estudiados para su uso
como marcadores. Entre ellos se encuentra el receptor soluble del activador tipo urokinasa

(suPAR, del inglés urokinase-type plasminogen activator receptor) que se ha investigado
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en los ultimos afos, comprobandose en varios estudios que tiene valor diagndstico y

prondstico de sepsis?®4-2%¢.

o Marcadores de disfuncién organica: diversos parametros como la creatina, bilirrubina, la

urea, entre otras, definen el dafio de un aparato o sistema y se han incorporado a las
diversas escalas pronédsticas o diagndsticas (SOFA, APACHE-Il, SAPS-II...). Otro
marcador para valorar la evolucion y la mortalidad del paciente seria el lactato. La
elevaciéon de este parametro se produce en consecuencia del aumento del metabolismo
anaerobio que se produce en el contexto de hipoperfusion tisular en los 6rganos que
presentan hipoxia. En la sepsis es un parametro sinénimo de disfuncién hemodinamica y
organica®’. Su uso esta estandarizado y recomendado por las guias de practica clinica y
su monitorizacién es una de las herramientas utilizadas para el manejo hemodinamico y
la sueroterapia en los pacientes con sepsis en lo que se conoce como terapia dirigida por
objetivos (aclaramiento de lactato)'®282%°  Actualmente esta incluido como uno de los

parametros para definir la presencia de shock séptico en los criterios SEPSIS-3%270,

Hasta el momento, los biomarcadores mas estudiados e implementados en la practica
clinica estandar son la proteina C reactiva (CRP, del inglés C reactive protein) y la

procalcitonina (PCT).

La proteina C reactiva es una proteina que pertenece a la familia de las pentraxinas
cortas, englobadas en la superfamilia de las pentraxinas, involucradas en la fase aguda de la
inflamacion?’’. Este reactante de fase aguda se sintetiza principalmente en el higado como
respuesta al dano tisular o a la inflamacién. Esto ocurre cuando los hepatocitos son

estimulados por las citoquinas especialmente IL-6 e 1L-8272,

La CRP, como muchas proteinas de fase aguda, se encuentra normalmente en
concentraciones séricas < 0,1-0,2 mg/dl dependiendo de la edad, del sexo y de la raza. El
valor 10 mg/dl es el punto de concentracién de la proteina que se ha asociado con la gravedad
de la infeccion?’3. La produccion de esta proteina se ve aumentada pasada las 4-6 horas tras
la agresién inicial, pudiendo elevarse en las primeras 36-50 horas varios cientos de veces por
encima de su nivel basal y alcanzar su pico®’*. Estos niveles volveran a la normalidad cuando

cesa la infeccion.

Aunque durante décadas ha sido el biomarcador de referencia de respuesta inflamatoria
sistémica, la CRP presenta ciertas limitaciones. Es un marcador muy inespecifico debido a

que se eleva en practicamente cualquier episodio inflamatorio, pero tiene una adecuada
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capacidad prondstica dado que su sensibilidad es elevada en el debut de la infeccion?’®. Esta
especificidad moderada conlleva a dar falsos positivos en procesos inflamatorios no
infecciosos. Ademas, su farmacocinética es variable en funcién del sexo, edad o estilos de

vida del paciente, y lenta, pudiendo persistir elevada cuando la infeccion esta remitiendo.

Por otro lado, la procalcitonina es una prohormona precursora de la calcitonina
sintetizada fisiolégicamente por las células C del tiroides y se encuentra relacionada con la
homeostasis del calcio. Practicamente toda la PCT producida en estas células se convertira
a calcitonina antes de ser secretada al medio extracelular, por lo que no alcanzara la

circulacion sistémica?’®.

En condiciones fisiologicas normales las concentraciones de esta prohormona son
practicamente indetectables (< 0,05 ng/mL considerado valores normales)?”’. Sin embargo,
en la sepsis se produce un aumento de la expresion del gen CALC-I en tejido extra-tiroideo
(gen responsable de la sintesis de esta proteina)?’®. Esto hace que las concentraciones de
PCT aumentan detectandose a las 2-6 horas de la agresién, con una concentraciéon maxima
entre 12-24 horas y un aclaramiento de 20-36 horas, pero permanecera elevada mientras no
se resuelva la infeccion®®. Se consideran anormales valores por encima de 0,05 ng/mL,
pudiendo darse en pacientes con infeccion. Un valor por entre 0,5 y 2 ng/mL es un indicador
de sospecha de un proceso séptico. Los valores entre 2 y 10 ng/dl indican una alta
probabilidad de sepsis. Valores superiores a 10 ng/dl se asocian a una alta probabilidad de

tener un shock séptico?’®.

La presencia de endotoxinas y exotoxinas bacterianas hace que se imposibilite la hidrolisis
de procalcitonina a calcitonina, de ahi su elevacion en infecciones bacterianas graves. Esto
ocurre en repuesta a dos mecanismos, uno de ellos desencadenado directamente por la
endotoxina bacteriana Gram-negativa (Lipopolisacarido) y el segundo ocasionado
indirectamente por las citoquinas proinflamatorias liberadas en respuesta a la infeccion?®%2%1,
Esta segunda via explicaria el aumento de PCT en enfermedades no infecciosas como los

traumas, las quemaduras o cirugias importantes reduciendo su precision en estos casos.

A pesar de todo ello, su cinética lo convierte en el biomarcador para la deteccidn precoz
de la infeccién, permitiendo monitorizar su gravedad, asi como la respuesta al tratamiento

antibiotico, siendo una herramienta valiosa en la desescalada de la terapia antibiética.
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1.3.2. BIOMARCADORES EN LA COVID-19

Debido a la emergencia que supuso la COVID-19 y su necesidad de diagnéstico precoz
para evitar el contagio, asi como la identificacién de aquellos pacientes que iban a tener una
peor evolucion, se recurrio a la evidencia cientifica que ya se habia generado durante décadas

en torno a otras infecciones previas, como la gripe, el SARS, MERS o incluso la sepsis.

Ademas, esta necesidad llevd a la realizacion de una gran cantidad de estudios en un
corto periodo de tiempo generando una inmensa evidencia cientifica. Concretamente 10.508
publicaciones se encuentran en PubMed llevando a cabo una busqueda con los términos
“biomarker” y “COVID-19”; y 6.878 con el término “SARS-CoV-2”, unicamente desde 2019
hasta octubre de 2024.

Actualmente, el diagnéstico de la enfermedad se basa en la deteccion del SARS-CoV-2
por lo que los biomarcadores se dirigen mas para su uso pronostico e incluso para guiar el
tratamiento. Es de vital importancia en esta enfermedad identificar aquellos pacientes que no
van a tener una buena resolucion de la infeccion para implementar las medidas terapéuticas
adecuadas con la maxima precocidad posible, y para distribuir adecuadamente los recursos

sanitarios.

1.3.2.1. Biomarcadores especificos del SARS-CoV-2

La identificacion de la presencia de material virico (ARN, asi como proteinas viricas) en la
sangre periférica o plasma ha sido materia de estudio en estos afos para evaluar el pronéstico

de los pacientes.

Se ha visto como la presencia de material genético del virus en sangre periférica,

denominado como RNAemia, se ha asociado con complicaciones extrapulmonares??y con la

3-289 286,290-

gravedad de esta enfermedad'®®%%*-2%% gsi como con la mortalidad en estos pacientes
293 La medicién de este tipo de marcadores esta estandarizada en muestra plasmatica para
su utilizacién en cualquier hospital mediante el uso de RT-PCR?* y por LAMP en muestra

sanguinea®”.

Por otro lado, la presencia de proteina del virus en sangre periférica, también se ha
estudiado como un prometedor marcador pronéstico de esta enfermedad. Este marcador se
ha asociado con alteraciones de la respuesta del huésped, asi como con el dafo tisular en

pacientes criticos®®

. Como consecuencia también se ha visto asociado con la gravedad de la
COVID-192%5297.2% v con mortalidad de los pacientes hospitalizados®®. Para su medicion

podemos utilizar LFIAs de deteccion de antigenos en plasma, mucho mas sencillas y rapidas,
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que se ha demostrado previamente su utilidad en pacientes hospitalizados y criticos'®'".

También su medicion se puede realizar mediante ELISAs o CLIAs.

Nuestro grupo ha evaluado toda la evidencia cientifica sobre este tema hasta mayo del
2024 en una revision sistematica demostrando que la presencia de material virico (material
genético, proteina, particulas viricas) en el torrente sanguineo es un potencial marcador de
gravedad/mortalidad que pueden ayudar a los clinicos en el manejo de los pacientes con
COVID-19"8,

1.3.2.2. Biomarcadores de la respuesta del huésped

Debido a las similitudes fisiopatolégicas con la sepsis, muchos de los principales
marcadores prondsticos en relacion con la respuesta del huésped que se han estudiado son
parametros de los que ya hemos hablado anteriormente y que podriamos clasificar de la

misma manera.

Entre ellos podemos encontrar marcadores pro y antiinflamatorios como la CRP, PCT, IL-
6 0 IL-10. La IL-6 se ha considerado como marcador clave de la fisiopatologia de la activaciéon
inmunitaria, lo que hizo que se trasladara a la clinica durante la pandemia para el manejo de
esta patologia. Multiples estudios han comprobado su papel predictor de mal pronéstico,
asociandose tanto con la gravedad de los pacientes como a la mortalidad de estos'%3%. Por
otro lado, en la COVID-19 son importantes las citoquinas relacionadas especificamente con
la respuesta del huésped a la infeccién virica como pueden ser los IFN o el CXCL-10 (del

inglés, C-X-C motif chemokine ligand 10)*",

Los pacientes COVID-19 con mal prondstico también muestran marcadores de dafo
endotelial elevado. Existen varios metaanalisis publicados en torno a los biomarcadores de
dafo endotelial donde en particular los niveles altos de VWF-Ag y MR-proADM se asocian
con la gravedad de la enfermedad y la mortalidad. Otros biomarcadores también destacados
en estos metaanalisis como marcadores en la COVID-19 son sindecan-1, E-selectina,

angiopoyetina 2 o el activador y el inhibidor del activador del plasminégeno®%2-%,

Entre los marcadores involucrados en la coagulacién, el Dimero D ha sido el mas
estudiado en la pandemia utilizandose en la practica clinica diaria con los pacientes COVID-
19. Al igual que la IL-6, se ha asociado tanto a la gravedad del paciente como a la

mortalidad®®53%7.
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También han sido muy estudiados algunos marcadores de dafo organico como las
troponinas, las transaminasas, la bilirrubina, el lactato deshidrogenasa o los parametros de la
oxigenacion. Ademas, el numero de leucocitos tanto totales como de linfocitos o neutréfilos

por separado también ha sido muy evaluado estos ultimos afios®®.

Los anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 en el suero del paciente también constituyen
un marcador para el pronoéstico de la enfermedad ya que son capaces de predecir la gravedad
de los pacientes y su evolucion'®183%8310 - Ademas, la capacidad neutralizante de los
anticuerpos puede informarnos del grado de proteccién de los pacientes infectados pudiendo

guiar tratamientos con anticuerpos monoclonales®''3"3,

Son necesarios mas estudios en torno a los biomarcadores en la COVID-19 para validar

cada uno de estos marcadores y poderlos estandarizar en la practica clinica diaria.

1.3.3. COMBINACION DE BIOMARCADORES

Las infecciones graves son procesos dinamicos tremendamente heterogéneos y
complejos, lo que hace dificil que un unico marcador tenga la sensibilidad y especificidad
necesarias. Por ello, en los ultimos afos y con la necesidad que supuso la pandemia, ha
habido una tendencia a combinar marcadores de diferente procedencia para mejorar tanto el
diagndstico como el pronédstico de estas enfermedades. La hipotesis es que un enfoque multi-
marcador, caracterizara mejor la respuesta desregulada altamente individualizada vy

cambiante del huésped frente a la infeccion®®.

En el caso de la sepsis, multiples investigaciones se han desarrollado en torno a la

combinacion de biomarcadores de respuesta del huésped para mejorar la identificacion de las

314- 317,318

infecciones bacterianas®'*'%, de las infecciones nosocomiales adquiridas , el diagndstico

de sepsis y la prediccién de prondstico en estos pacientes®'93%,

Ademas, la combinacion de escalas o scores clinicos y biomarcadores incrementa la
precision diagnostica y prondstica de la sepsis, mejorando la gestion clinica de los pacientes.
Un estudio publicado este afio demuestra la utilidad de la combinacion de IL-10 junto a la
escala NEWS (del inglés National Early Warning Score) para predecir el progreso a sepsis en
los pacientes infectados®®. También se ha observado que la combinacion de la escala SOFA
con otros biomarcadores puede mejorar el diagndstico de sepsis en pacientes criticos®*.
Bozza y colaboradores vieron que, de los 17 biomarcadores analizados, MCP-1 y la escala
APACHE Il fueron los parametros que se asociaron de manera independiente con la

mortalidad en pacientes con sepsis grave y mejoraban su capacidad predictiva si se
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combinaban?®, Pero como hemos comentado anteriormente, algunas de estas escalas siguen
teniendo problemas para su evaluacién en algunos servicios de atencion hospitalaria, por lo
que lo ideal seria encontrar combinaciones de biomarcadores que tuvieran la misma precision
que estas escalas y que se pudieran evaluar independientemente de la zona de atencién

sanitaria.

En un estudio reciente, Kalan y colaboradores desarrollaron una innovadora herramienta
de diagndstico basada en la integracion de informacion tanto del huésped y del patégeno. Los
autores utilizaron la secuenciacion metagendmica de proxima generacién de muestras de
acidos nucleicos de sangre total y plasma de pacientes que ingresaron directamente en la UCI
desde los servicios de Urgencias. Esta nueva herramienta fue capaz de identificar el 99% de
los casos de sepsis confirmados microbioldgicamente y ademas de predecir la sepsis en el

74% de los casos con sospecha clinica y en el 89% de los casos indeterminados®2®

. A pesar
de la prometedora precisién de la herramienta, su especificidad para los pacientes sin
infeccion fue del 78% lo que indica que uno de cada cuatro pacientes que no tenia infeccion
serian diagnosticados erroneamente. Una limitacion importante de esta herramienta
diagnéstica es que utilizan hemocultivo previo a la técnica lo que hace que aumente el tiempo

de diagndstico como ocurre con las actuales técnicas de cultivo microbiologico®’.

Los estudios en torno a la combinacion de informacion en la COVID-19 son menos
numerosos, pero la mayoria se centran en la combinacion de marcadores del huésped para
el prondstico de la enfermedad®®2%. En el estudio de MinK y colaboradores observaron
niveles altos de marcadores inflamatorios (CRP>6 mg/dl o IL6>100 pg/ml) combinados con
bajos titulos de anticuerpos anti-Spike en los pacientes hospitalizados que presentan mayor
riesgo de mortalidad. Ademas, el estudio mostré como los niveles mas altos de anticuerpos
se asocian con niveles mas bajos de inflamacién en pacientes hospitalizados por COVID-
19339.

También existen estudios donde integran las tecnologias multiomicas para la deteccion de
los pacientes que se van a deteriorar. Es el caso del estudio de Byeon y cols. donde una firma
molecular multidmica en el plasma de pacientes con COVID-19 antes de su ingreso
hospitalario puede predecir una evolucién mas grave de la enfermedad>*. En el futuro sera
viable la integracion de estas tecnologias novedosas en la practica clinica diaria, lo que

ayudara en la mejora en la medicina personalizada.

Ademas, de los resultados de estas tecnologias novedosas, la aparicion de la inteligencia
artificial y el aprendizaje automatico nos acerca a la medicina de precisién. Este mismo afio

han sido publicados estudios donde estan utilizando estas novedades de analisis de datos
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para predecir el prondstico de pacientes CCOVID-19 usando marcadores clinicos®*', asi como
la herramienta DERGA (del inglés Data Ensemble Refinement Greedy Algorithm) que utiliza
parametros analiticos para predecir la gravedad de pacientes COVID-19%*. Estos estudios
necesitan de su validacion en mas centros para poder ser implementados en la practica clinica

diaria.

Por el contrario, también nos encontramos con algunos articulos, que tras estudiar
combinaciones entre los biomarcadores, parametros clinicos, escalas clinicas e informacion
de otra procedencia no observan una mejora de las combinaciones con respecto a los
marcadores individuales. Es el caso del estudio de Clemente y colaboradores donde la MR-
proADM no es superada para predecir la progresion en pacientes infectados en el SUH%*2.
Otro estudio realizado en las ambulancias no encuentra que ninguna combinacién de
marcadores inmunologicos con parametros clinicos mejore a las herramientas actuales de
cribado, posiblemente por la elevada colinealidad entre ellos®***. Ademas, en una reciente
revision sistematica donde se comparan las diferentes pruebas rapidas de combinaciéon de
biomarcadores para diferenciar entre infeccion bacterianas de las viricas del tracto respiratorio
concluyen que debido a los sesgos en las investigaciones y a la falta de estudios en la atencién

primaria no pueden realizar ninguna recomendacion acerca de estos test**,

Por esto, son necesario mas estudios en los diferentes puntos de atencioén sanitaria para
clarificar el panorama en torno a las combinaciones de biomarcadores realmente utiles y poder
emitir recomendaciones que mejoren la atencion de los pacientes con infeccion evitando asi

que tengan consecuencias fatales.

En esta tesis se ha evaluado el papel de combinaciones de biomarcadores relacionados
con funciones alteradas durante una infeccién en el huésped, asi como biomarcadores
especificos de patdgenos, con el objetivo de facilitar la estratificacion de la gravedad y la
identificacion temprana de la infeccién con peor evolucion en dos patologias infecciosas: la
sepsis y la COVID-19. El objetivo final es optimizar el manejo clinico de los pacientes y

mejorar su pronostico
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La combinacion de biomarcadores implicados en distintas funciones de la respuesta del
huésped, asi como del patégeno causante de la infeccion, permiten mejorar la estratificacion

de su gravedad e identificar de forma precoz a los pacientes con peor evolucion.
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Objetivos del estudio sobre el continuo infeccion-sepsis:

1.

Evaluar si la cuantificacion de biomarcadores proteicos involucrados en diferentes
funciones biolégicas (inflamacién, degranulacion del neutrdéfilo, disfuncion endotelial,
coagulacion, inmunosupresion/inmunomodulacion y biologia del linfocito) mediante ELLA
SimplePlex permite el diagndstico diferencial entre pacientes quirdrgicos con infeccion y

sin ella.

Evaluar si los niveles de biomarcadores proteicos involucrados en diferentes funciones
bioldgicas cuantificados mediante ELLA SimplePlex se asocian con el nivel de gravedad

de los pacientes quirurgicos con infeccion.

Evaluar si la combinacién de biomarcadores proteicos involucrados en diferentes
funciones bioldgicas mejora los resultados de los biomarcadores individuales en cuanto a

su asociacion con la gravedad en los pacientes infectados.

Objetivos del estudio sobre COVID-19

4. Evaluar si la presencia de antigeno N del SARS-CoV-2 en plasma de pacientes con

COVID-19 predice el riesgo de hospitalizacion en pacientes que llegan al servicio de

Urgencias hospitalarias.

Evaluar si los titulos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en plasma de pacientes con COVID-
19 predice el riesgo de hospitalizacion en pacientes que llegan al servicio de Urgencias

hospitalarias.
Evaluar si la combinacion de la presencia de antigeno N del SARS-CoV-2 vy los titulos de

anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en plasma de pacientes con COVID-19 identifica a un grupo

de pacientes con peor pronéstico.
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4.1. DISENO Y CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO

4.1.1.  Estudio del continuo Infeccidén-Sepsis

Se llevd a cabo un estudio prospectivo observacional, multicéntrico, de una cohorte de
pacientes quirurgicos con infeccion de diversa gravedad (IDS) de los servicios de Cirugia
General y Anestesia y Reanimacion de los centros que participaban, asi como pacientes sin
infeccion de diversa gravedad (nIDS) y controles sanos. Ademas, los resultados se validaron

en una segunda cohorte diferente.

El estudio incluye el seguimiento clinico y analitico de estos pacientes en las primeras
horas en torno al reclutamiento, asi como el estudio de la aparicion de complicaciones durante

el ingreso hospitalario y el desenlace de estos.

4.1.1.1. Cohorte de Derivacion

e Pacientes quirargicos con infeccion de diversa gravedad (IDS)

Se estudiaron todos los pacientes adultos (= 18 anos) infectados con diferente grado de
fallo organico segun la valoracion de la escala de evaluacion del fallo de 6rgano, SOFA'® que
ingresaron con sospecha o confirmacion de infeccion a los servicios de Anestesia y
Reanimacion (REA) del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid (HURH), Complejo
Asistencial Universitario de Salamanca (CAUSA), Complejo Asistencial Universitario de Ledn
(CAULE) y Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de Santander (HUMV), y el servicio
de Cirugia General del CAUSA entre enero de 2020 y julio de 2022 (Figura 13).

La infeccidon en estos pacientes se caracterizé segun las “Definiciones de Vigilancia de
Red Nacional de Seguridad Sanitaria (NHSN, del inglés “National Healthcare Safety Network”)
de los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC, del inglés “Centers for
Disease Control and Prevention”) para Tipos Especificos de Infecciones. La presencia de

sepsis 0 shock séptico se definié segun las especificaciones del consenso SEPSIS-3°,
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e Pacientes quirurgicos sin infeccion con diversa gravedad (nIDS)

Se estudiaron también pacientes postquirurgicos adultos (= 18 afios) sin infeccion con
diferente grado de fallo de 6rgano (evaluado por la escala SOFA). Estos pacientes se
reclutaron en paralelo a los pacientes con IDS de la cohorte de derivacion durante el mismo

periodo en los centros participantes.
e Controles sanos

Se incluyeron donantes de sangre sanos que no habian sido sometidos a cirugia del
Centro de Hemoterapia y Hemodonacion de Castilla y Ledn con caracteristicas de edad y
sexo similares a las de los pacientes como controles sanos para comparar los niveles de

biomarcadores.

4.1.1.2. Cohorte de Validacion

e Pacientes quirurgicos con IDS

Pacientes quirurgicos adultos (= 18 afios) infectados con diferente grado de fallo de érgano
evaluado por la escala SOFA procedentes de Hospital Universitario Vall d'Hebron, CAUSA y
HURH (Figura 13). Las definiciones de infeccion sepsis y shock séptico se realizaron de la
misma manera que en la Cohorte de Derivacion. Esta nueva cohorte presentaba

caracteristicas similares a la Cohorte de Derivacién anterior.

Centro participante en la
Cohorte de Derivacion

-

Centro participante en ambas
Cohortes

Centro participante en la
Cohorte de Validacion

2

Figura 13. Localizacién de los centros participantes.
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4.1.2. Estudio COVID-19

Por otro lado, se llevé a cabo un estudio observacional prospectivo, unicéntrico, de una
cohorte de pacientes COVID-19 que llegaban al Servicio de Urgencias del Hospital Rio
Hortega de Valladolid.

El estudio incluye el seguimiento clinico y analitico en las primeras horas en torno al
reclutamiento de los pacientes y el desenlace de estos. Ademas, en este estudio se utilizaron
muestras de pacientes sin infeccion por SARS-COV-2 del estudio del continuo Infeccion-

sepsis para validar la metodologia utilizada.

4.1.2.1. Pacientes con COVID-19

Se estudiaron todos los pacientes adultos (= 18 afios) con infeccion por SARS-CoV-2 que
ingresaban en el servicio de Urgencias del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid
entre los meses de enero y febrero de 2022. Los pacientes incluidos en el estudio tenian
confirmacion de infeccion por SARS-CoV-2 mediante un resultado positivo en la RT-PCR o

en un test rapido de antigeno N en muestra nasofaringea.

En ambos estudios, todo paciente menor de edad, o bien que no firmo el consentimiento

informado o la muestra no se habia tomado segun el protocolo, quedaba excluido del estudio.

4.2. RECOGIDA Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Para la correcta recoleccion y conservacion de las muestras se instruyo a todos los
hospitales participantes en un protocolo de recogida, codificacién y almacenamiento comun
para cada estudio. Todas las muestras se recogieron en las primeras 24h en torno a la
sospecha o diagnostico de infeccidon o entre las 2 y 6 horas posteriores de someterse a la

intervencion quirurgica en el caso de los pacientes no infectados.
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Se tom6é de cada paciente una muestra de sangre en tubo EDTA (Acido
etilendiaminotetraacético). Los tubos EDTA se centrifugaron a 2000-2500 revoluciones por
minuto durante 10 minutos, e inmediatamente después se realizaron alicuotas del plasma
resultante que se congelaron a la temperatura de -80°C hasta su utilizacion. En el estudio
COVID-19, 100 ul de este plasma resultante se utilizaron inmediatamente después de la

centrifugacion (Figura 14).

Ademas de la exploracion habitual del paciente en el momento del reclutamiento, se

realizaron peticiones de rutina en los laboratorios de analisis clinicos de cada hospital:

- Laboratorio: Perfil de urgencias al que se le afiade creatinina, bilirrubina. En el estudio
del continuo Infeccién-Sepsis ademas se pide PCT, CRP, albumina, proteinas totales,

gasometria arterial y hemograma.

- Microbiologia: Para el estudio del continuo Infeccidon-Sepsis se pide cultivo guiado por
foco de sospecha de infeccion, y/o hemocultivos periféricos de accesos diferentes (en los

pacientes con sospecha o diagndstico de infeccion).

ESTUDIO CONTINUO INFECCION-SEPSIS

Exploracién habitual del
paciente:

Recoger todas las variables
incluidas en la hoja de datos del
estudio prestando especial
atencion en las necesarias para

Exploracién habitual del
paciente:

Recoger todas las variables
incluidas en la hoja de datos del
estudio:

gf;‘:]'z;,e' SOFA desgranado por No infectado  Infectado Covid-19 i z:;?g:azn(e’:'i::'ﬁ) iia
\ / - Glasgow Coma Score

- PaO2/FI02 (mmHG)

- Presion Arterial Media. .

- Glasgow Coma Score

Peticiones de rutina:
Laboratorio de urgencia:

- Perfil de Urgencias

- Hemograma

- Bilirrubina total

- Creatinina

- PCR,PCT

- Gasometria arterial.

- Protei totales y albumi

Microbiologia: Hemocultivos de
accesos diferentes y cultivo guiado
por foco de sospecha de infeccién
si procede.

[ —" |

J
v

Congelacion

(-80°C)

Congelacion
(-80°C)

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

Figura 14. Esquema del reclutamiento y procesamiento de muestras.
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4.3. METODOLOGIA DE LA RECOGIDA DE DATOS

Los datos referentes a los dos estudios se recogieron en dos bases de datos anonimizadas

creadas para cada estudio en el programa informatico IBM SPSS Statistics version 27.0.

Se recogieron datos reflejados en las historias clinicas de los pacientes: datos
demograficos, antecedentes personales, datos clinicos, analiticos al diagndstico o sospecha
de infeccion, datos microbioldgicos, complicaciones y tratamientos durante el ingreso

hospitalario y datos del desenlacen de los pacientes.

4.3.1. Estudio continuo Infeccion-Sepsis.

a) Datos demograficos y antecedentes personales de los pacientes.

Dentro de los datos demograficos se incluyeron la edad y el sexo. En relacion con los
antecedentes personales se recogieron: institucionalizados, habito de fumar,
enfermedad cardiaca crénica, enfermedad neuroldgica cronica, hipertension arterial,
dislipemia, diabetes mellitus, neoplasia activa, obesidad, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), asma, insuficiencia renal cronica, enfermedad

autoinmune, enfermedad gastrointestinal crénica.

b) Datos al ingreso y diagndstico.

Se recogen los datos sobre el tipo de paciente, si precisa hospitalizacion, servicio de
ingreso, motivo y fecha del ingreso, y fecha de inicio de sintomas. A nivel analitico se
recogieron los datos de temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
necesidad de suplementacion de oxigeno y tipo utilizado, estado respiratorio del
paciente (saturacion de oxigeno), presion arterial, nivel de consciencia (Glasgow), los
datos de la escala SOFA total y el SOFA desgranado por los diferentes fallos de 6rgano
en el momento del reclutamiento de los pacientes. Se completé la base de datos con
las variables sobre la cirugia realizada y tipo esta, si la infeccion era comunitaria o
nosocomial, y el foco de infeccién (urinario, quirdrgico, respiratorio, bacteriemia, otros

focos o desconocido).
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c) Datos de laboratorio asociados al reclutamiento

Se recogieron los datos de glucemia, INR, plaquetas, recuento de leucocitos totales y
nuamero absoluto de monocitos, linfocitos, neutréfilos, baséfilos y eosindfilos,
hematocrito, pH, presion de O, y CO,, saturaciéon oxigeno, creatinina, bilirrubina, Na,
K. También se tuvieron en cuenta las variables especificas para el diagnéstico de
sepsis o fallo de érgano como: PCT, CRP, lactato, AST y ALT, proteinas totales y
albumina. Los datos sobre el aislamiento o no de algun microorganismo asociado con
el proceso infeccioso: especie y tipo de microorganismo (Gram negativo, Gram positivo

y hongos) también se recogieron en este estudio.

d) Datos durante el ingreso y desenlace

Se hizo un registro sobre las complicaciones que el paciente sufrié durante el ingreso
como distrés respiratorio, insuficiencia renal aguda, arritmia, paro cardiaco, infarto de
miocardio, anastomosis, hemorragia postoperatoria, sangrado gastrointestinal,
accidente cerebrovascular, ileo paralitico, insuficiencia hepatica, infecciéon secundaria,
sepsis, shock séptico, trombosis venosa profunda, coma, delirio postquirurgico y otras
complicaciones. También se recogieron datos sobre el uso de antibiéticos y fechas del
tratamiento, y necesidad de ventilacion mecanica, de tratamiento vasopresor durante
el ingreso, necesidad de ingreso en UCI / REA, duracion de este ingreso en UCI / REA,

duracion de la estancia hospitalaria, alta hospitalaria o exitus y fecha.

4.3.2. Estudio COVID-19

a) Datos demograficos y antecedentes personales de los pacientes.

Dentro de los datos demograficos se incluyeron la edad y el sexo. En relacion con los
antecedentes personales se recogieron: paciente institucionalizado, infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca, enfermedad arterial periférica, enfermedad
cerebrovascular, demencia, enfermedad pulmonar crénica, EPOC, enfermedad renal
cronica, diabetes mellitus, enfermedad renal crénica, hipertension, dislipidemia,
neoplasia activa, datos de haber padecido COVID-19 anteriormente y fecha del

evento, haber recibido la vacuna del SARS-CoV-2 y cuantas dosis de esta.
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b) Datos al ingreso y diagndstico.

Tipo de paciente, si precisa hospitalizacion, servicio de ingreso, motivo y fecha del
ingreso, asi como la fecha de inicio de sintomas. A nivel analitico se recogieron los
datos de temperatura, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, necesidad de
suplementacion de oxigeno y tipo utilizado, estado respiratorio del paciente (saturacion
de oxigeno/ PaOFiOy), presion arterial, nivel de consciencia (Glasgow), escalas de
gravedad como NEWS (del inglés National Early Warning Score), CHARLSON (la cual
fue calculada a partir de los datos del estado del paciente en el momento del ingreso
excluyendo la edad)*?®, presencia de infiltrados bilaterales por prueba de rayos X, y
resultado del test de antigeno N en muestra nasofaringea realizada en el momento de

admision en las Urgencias hospitalarias.

c) Datos de laboratorio asociados al reclutamiento
Se recogieron los datos de plaquetas, hematocrito, pH, presiéon de O, y CO,, saturacion

oxigeno, glucemia, creatinina, bilirrubina, Na y urea.

d) Datos durante el ingreso y desenlace
Si el paciente preciso reingreso en Urgencias tras el episodio de estudio, necesidad
de ingreso en UCI / REA, duracion del ingreso en UCI / REA, duracion de la estancia

hospitalaria, alta hospitalaria o exitus y fecha.

4.4. ANALISIS DE MARCADORES

4.4.1. Cuantificacion de biomarcadores proteicos de la respuesta del

huésped (Estudio continuo Infeccién-Sepsis).

Se seleccionaron 20 biomarcadores representativos de funciones bioldgicas alteradas en
la respuesta del huésped a la infeccion para el estudio del continuo Infeccidén-Sepsis que se

muestran en las Tablas 4y 5:
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Interleucina 6
(IL-6)

Interleucina 15
(IL-15)

Factor de necrosis
tumoral a
(TNF-a)

Procalcitonina
(PCT)

Metaloproteinasa de la
matriz 7
(MMP7)

Pentraxina 3
(PTX3)

Receptor
desencadenante
expresado en células
mieloides -1 (TREM-1)

Proteina C reactiva
(CRP)

Ligando de
quimioquinas con
motivo

C-X-C 10 (CXCL10)

Induccién de la sintesis de inmunoglobulinas, la
maduracion de linfocitos B, activacion de linfocitos T
y modulacion de la hematopoyesis. Estimula la
sintesis de proteinas de fase aguda34®

Estimulacion de la proliferacion de linfocitos T y
células mononucleares, induce la generacion de
células citoliticas e inhibe la apoptosis34’

Estimulacién de la apoptosis, la citotoxicidad celular
inespecifica. Modula la respuesta de linfocitos T y B,
la activacion del neutrdfilo, y la extravasacion y
migracion fuera de los vasos de los leucocitos.
Involucrada en la coagulacién. Estimula la sintesis
de IL-1, IL-2e IL-6, entre otros, y la
gluconeogénesis®*®

Prohormona estimulada por sefiales inflamatorias
(citoquinas como IL-1, IL-6, TNFa)34®

Proteasa involucrada en la respuesta inmune innata,
activando péptidos microbianos, media la liberacion
proteolitica de TNF de los macréfagos3®®

Reactante de fase aguda con actividad microbicida
mediante reconocimiento de patégeno por su
adhesién, implicada en la activacién del
complemento y en la remodelacién de la matriz en
el dafio y la reparacion tisular3®!

Receptor soluble que marca la activaciéon de la via
de sefializacion amplificando la inflamacién,
estimulando la secrecién de citoquinas en
macréfagos y la degranulacion en neutrofilos392

Reactante de fase aguda con funciones
proinflamatorias involucrado en la activacién del
complemento y con actividad microbicida mediante
reconocimiento de patégeno por su adhesion3®’

Quimioatraccion de monocitos/macrofagos, células
T, células NK y células dendriticas; induciendo la
apoptosis y en la angiogénesis3®3

Tabla 4. Biomarcadores involucrados en la inflamacién.
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Proteina del neutrdéfilo que juega un papel en la

Lipocalina-2 inmunidad innata mediante la limitacion del
(LCN2) crecimiento bacteriano como resultado del secuestro
de siderdéforos de hierro®%* Degranulacién del
Proteina del neutréfilo responsable de actividad neutrdfilo
Mieloperoxidasa microbicida contra un amplio espectro de
(MPO) microorganismos. Necesaria para la formacién de las

trampas extracelulares de neutrofilos (NETs)%%°

Molécula de adhesion Proteina de adhesion celular leucocito-endotelio,
celular vascular 1 implicada en la extravasacion leucocitaria hacia las
(VCAM-1) células parenquimatosas®

Vasoconstrictor que causa la agregacion plaquetaria,

Endotelina-1 . ; e o
incremento de moléculas de adhesion leucocitaria, y

(ET-1) la sintesis de mediadores inflamatorios3%®
fmaleerain £ .Fat?tor Qe s:re.cirlniento proteico que regula la . Disfuncién
(ANG1) angiogénesis, |r.1h|b|endo la pt.a.rmeabllldad endotelial endotelial
y manteniendo la estabilidad vascular®®’
Factor de crecimiento proteico que regula la
angiogénesis y antagonista del receptor de AGPT1,
Angiopoyetina 2 provocando la disrupcion de la actividad de AGPT1,
(ANG2) induce la apoptosis celular endotelial y como
consecuencia aumento de la permeabilidad
vascular®®’
Dimero D Péptido producto de Ig dggrgqacién de la fibrina, tras
la fibrinolisis3®®
Enzima que cataliza la conversion de
plasminégeno en plasmina, al unirse a su
Activador del receptor regula diversas respuestas inflamatorias Coagulacion
plasminégeno tipo e inmunoldgicas innata, como la liberacion de
uroquinasa (uPA) citocinas, activacion de neutrofilos, el

reclutamiento de células inmunitarias, su
adhesion y migracion®®
Inhibicion de la sintesis de citocinas (IL-1, IL-6 y
TNF-a), radicales libres y NO, la expresion de
MHC II, la proliferacion de linfocitos T y la
actividad procoagulante del factor tisular3#®

Interleucina 10 (IL-10)
Inmunosupresion /

Inmunomodulacién

Ligando de muerte Inhibicién de la funcion de células T e
programada 1 (PD-L1) estimulando un fenotipo supresor3®°
Estimulacion del crecimiento y diferenciacion de las
Interleucina 7 (IL-7) células B y T. Estimula funciones efectoras de las  Biologia linfocitos
células T®8

Tabla 5. Biomarcadores involucrados en la degranulacion del neutrodfilo, la disfuncion endotelial y la
coagulacion inmunosupresion / inmunomodulacion y biologia del linfocito.
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Para la cuantificacion de las proteinas se utilizd el sistema SimplePlex Ella™ de
Biotechnne (San José, California, EE. UU.). Esta tecnologia de ultima generacion es un
inmunoensayo automatizado basado en la dinamica de microfluidos. Utiliza paneles
completamente automatizados de entre 16 a 72 muestras que permiten analizar multiples
biomarcadores a la vez, desde un unico analito hasta ocho. La cuantificacion de los analitos
es precisa, altamente reproducible, rapida y sensible a partir de voluimenes de muestra

reducidos 361:362,

Ademas, SimplePlex ELLA elimina varias limitaciones de los ensayos ELISA tradicionales,
como la baja sensibilidad, la falta de reproducibilidad y la tediosa manipulaciéon previa.
Ademas, la division de la muestra en los canales de microfluidica paralelos o “multiplexacion
paralela”, elimina la posible reactividad cruzada entre anticuerpos como la observada en otras

plataformas de biomarcadores como es Luminex®®".

El componente principal del sistema ELLA es un analizador de fluidos integrado que
reduce significativamente los deshechos y el mantenimiento preventivo requerido. ELLA
controla el ensayo de microfluidica manipulando con precision los volumenes, la tasa de flujo

y los patrones de flujo sin intervencion humana®®.

Los ensayos SimplePlex se realizan en nano-reactores de vidrio (GNRs, del inglés glass
nano reactors), que van a ser el soporte en fase solida de los anticuerpos de captura utilizados
para el inmunoensayo en sandwich que va a tener lugar. Estos GNRs se encuentran por
triplicado para cada analito que se va a cuantificar en cada canal de microfluidos, obteniendo
asi resultados también por triplicado. La muestra al cargarse en el cartucho pasa a traves de
uno de estos canales de microfluidos (en la Figura 15 se muestran 4 canales debido a que
es el esquema para un cartucho que cuantifica 4 analitos diferentes), y se unira en cada GNR
al anticuerpo de captura especifico. Luego, ELLA lava el circuito eliminando toda la muestra
no unida. A continuacion, se bombean anticuerpos de deteccion (dAc) que se uniran a los
analitos capturados en los GNR. Se produce un segundo lavado para eliminar todo el
excedente de dAc. Posteriormente, se incorpora un reactivo fluorescente de deteccion que se
une a los dAc unidos en el sandwich del GNR. Y se da el tercer lavado. A continuacion, se
excita a los fluorescentes con un laser de 631nm y se lee la fluorescencia emitida con una
camara CCD (del inglés charge coupled device). Finalmente, la plataforma ELLA procesa los
datos generados y calcula las RFUs (unidades de fluorescencia relativas) y concentraciones
de cada analito por muestra en pg/mL, utilizando la curva estandar calibrada de fabrica que
viene con cada cartucho. Esto gracias al software incorporado en el ordenador que se

encuentra unido a la tecnologia®®*'*%? (Figura 15).
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2,5-25 L
de muestra

50 yL de
muestra diluida

dAc1

dAc2
dAc3
dAc4

Anticuerpo
de deteccion
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1

1
1
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1
v H il 1
1

Entrada de Residuos : Anticuerpo

1
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\
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Buffer de captura Muestra
V
____________________________

Nano reactor de Vidrio (GNR)

Entrada de
muestra

Figura 15. Flujo de trabajo de SimplePlex Ella. dAc, Anticuerpo de deteccion. Adaptada
de Aldo y cols. (216)*®" y Dysinger y cols. (2017)°%

Con esta seleccion de marcadores, los paneles disefiados serian los siguientes:

1) Panel de 32 muestras a una dilucion 1:100 que incluye: Lipocalina-2, Mieloperoxidasa y
VCAM-1.

2) Panel de 32 muestras a una dilucion 1:10 que incluye: MMP7, Pentraxina-3,

Angiopoyetina-1.
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3) Panel de 32 muestras a una dilucién 1:2 que incluye: Angiopoyetina-2, Procalcitonina,
TREM-1, Endotelina-1

4) Panel de 32 muestras a una dilucién 1:2 que incluye: IL-7, IL-6, IL-10, IL-15, CXCL-10
5) Panel de 32 muestras a una dilucion 1:2 que incluye: PD-L1, uPA-1, TNF-a

6) Panel de 72 muestras a una dilucion 1:10 que incluye: Dimero-D

4.4.2. Antigeno N del SARS-CoV-2 (Estudio COVID-19).

Para evaluar la presencia de antigeno N del SARS-CoV-2 en plasma se utilizé el
dispositivo inmunocromatografico de prueba rapida Panbio® COVID-19 Ag de Abbott (Abbott
Laboratories Inc., Chicago, IL, EE. UU.), disefiado para su uso en muestra nasofaringea. En

estudios anteriores este test ya se ha utilizado en muestra plasmatica’®'’.

Tras la obtencién del plasma por centrifugado, se realizé una dilucién 1:2 utilizando 100 pl
estos plasmas. Los 200 pl (100 pl de la muestra y 100 ul del diluyente) se depositaron en el
pocillo del dispositivo para ello. Tras 15 minutos en posicidon horizontal se pudieron leer los
resultados sin esperar mas de 20 minutos ya que podrian originarse falsos positivos. El test
se consideraba positivo con la presencia de dos bandas en el dispositivo, aunque estas fueran
muy débiles

Debido a que esta prueba esta disefiada para muestra nasofaringea realizamos el test
rapido de antigeno N en 120 muestras de pacientes adultos (= 18 afios) que no presentaban
infeccion por SARS-CoV-2 para descartar la obtencion de resultados inespecificos. Estos
pacientes pertenecian al estudio del continuo Infeccién-Sepsis siendo 20 de ellos controles
sanos, 23 presentaban SIRS, 33 pacientes con infeccion, 26 con sepsis y 18 con shock

séptico. Solo un paciente con shock séptico dio un resultado positivo.
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4.4.3. Anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1 y N (Estudio COVID-19).

La determinacién de los anticuerpos contra las proteinas S1 y N del SARS-CoV-2 se
realizd mediante los ensayos SARS-CoV-2 IgG Il Quant / SARS-CoV-2 IgG en una
plataforma Alinity (Abbott Laboratories Inc., Chicago, IL, EE. UU.) utilizando las muestras

de plasma.

Esta prueba es un CLIA que utiliza
microparticulas quimioluminiscentes
(CMIA, del inglés chemiluminescent
microparticle immunoassay) utilizado para
la determinacion cualitativa y cuantitativa
de anticuerpos IgG frente al virus del SARS-

CoV-2 en plasma humanos (Figura 16).

Figura 16. Plataforma Alinity para la
determinacion de anticuerpos.

4.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con IBM SPSS Statistics version 27.0. (SPSS INC,
Armonk, NY, EE. UU.). Los valores con p < 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos. Ademas, se utilizé R con librerias especificas para algun analisis concreto.

En ambos estudios, en el analisis descriptivo se utilizé la mediana y el rango intercuartilico
(RIC) para representar las variables cuantitativas. Las variables cualitativas se representaron
segun su distribucion de frecuencias y porcentaje en relacion con el total de pacientes (n, %).
La comparacién entre las variables cuantitativas se realizd mediante las pruebas no
paramétricas U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis (cuando comparamos mas de dos
categorias); mientras que la comparacion de las variables cualitativas se realiz6 mediante el

test Chi-cuadrado de Pearson (x3).
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4.5.1. Estudio continuo Infeccion-Sepsis

En un primer paso, se seleccionaron aquellos biomarcadores proteicos mas alterados en
consecuencia a una infeccién. Para ello, se calculé el area bajo la curva (ABC) de los
biomarcadores para diferenciar entre los pacientes que no presentaban una infeccion y los
que si la presentaban (pacientes nIDS vs. pacientes IDS) y se seleccionaron aquellos
biomarcadores con ABCs = 0,75, que es un punto considerado estadistica y clinicamente

364-367 (

relevante segun varios autores Figura 17).

En un segundo paso, se evalu6 la asociacion de los biomarcadores seleccionados
anteriormente con el grado de fallo de 6rgano (evaluado con la escala SOFA) en el grupo de
pacientes IDS mediante un analisis de regresién lineal multivariable. Con el objetivo de
conseguir la normalizacion de las variables analizadas se utilizo el logaritmo neperiano de los
valores de los biomarcadores estudiados. En el analisis de regresion lineal univariante, las
comorbilidades y las variables clinicas del ingreso hospitalario que mostraron una asociacion
significativa con la puntuacién SOFA al nivel p < 0,1 se introdujeron en el analisis multivariable

como variables de ajuste para los niveles de los biomarcadores.

A continuacién, los biomarcadores individuales que mostraban una asociacion significativa
con la puntuacion SOFA en el analisis de regresion lineal multivariable se combinaron de
forma aditiva calculando la media geométrica de su concentracion en plasma, empezando por
los dos biomarcadores que mostraban los coeficientes de regresion mas altos, y anadiendo
progresivamente los restantes en funcion también de la magnitud de sus coeficientes de
regresion. De este modo, creamos las combinaciones de "disfuncion de la respuesta del

huésped" (Dys del inglés, “Dysregulated host response”).

La asociacion entre las combinaciones Dys y la escala SOFA se probd en el analisis de
regresion linear multivariable, de la misma manera que se ha explicado anteriormente, para
identificar la combinaciéon de biomarcadores que mostraba el mayor impacto en el grado de

fallo organico.

Finalmente, se desarrollé un nuevo analisis de regresion lineal multivariable en la cohorte

de validacion de pacientes IDS utilizando el mismo enfoque.
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COHORTE DE DERIVACION COHORTE DE VALIDACION

EEE +  Grupo nIDS (53 pacientes) EEE * Grupo IDS (174 pacientes)
* Grupo IDS (180 pacientes) 87 infeccion moderada
4 Hospitales 3 Hospitales 46 sepsis

93 infeccion moderada -
41 shock séptico

46 sepsis
41 shock séptico

Veinte biomarcadores de degranulacion del
neutrdfilo, disfuncion endotelial,
Perfilado de coagulacion, inmunidad innata,
Marcadores inmunosupresion y supervivencia del

Los siente biomarcadores mas robustos de
disfuncion endotelial e inmunidad innata:

Periladode] Loz 115 TNFa pCT
linfocito Validacién ANG2 TREM-1 PTX3

Dys-4

Seleccién de los mejores

biomarcadores para diferenciar .
entre los IDS y nIDS [ABC] biomarcadores muestran una

gi Qi asociacion significativa con la
Identificacion de los biomarcadores que puntuacion SOFA en pacientes con
muestran una asociacion significativa infeccion como en la Cohorte de
Analisis con el score SOFA en pacientes Andlisis Derivacion
skl I8 ZE e O e estadistico Combinacion de estos biomarcadores
Combinacion de estos biomarcadores para formar los scores de disfuncion de

para formar los scores de disfuncion de la la respuesta del huésped (Dys)
respuesta del huésped (Dys)

Corroboracion de que estos

Validacion de que Dis-4 superé a los
Identificacion de la combinacion que muestra biomarcadores individuales y a las otras
la asociacién mas fuerte con el score SOFA cinco combinaciones.
(Dys-4 combinacion) [Regresioén lineal]

Figura 17. Diagrama de la metodologia del estudio Infeccion-Sepsis.

4.5.2. Estudio COVID-19

Inicialmente se evaluo el valor predictivo de los anticuerpos contra la proteina S1 y N del
SARS-CoV-2 para detectar los pacientes que iban a hospitalizar utilizando ABC con el
intervalo de confianza al 95% (IC95%) (Figura 18). Se consideré que un paciente estaba
hospitalizado cuando permanecia al menos dos dias en el hospital. Ademas, se calculo el
punto del area bajo la curva de los anticuerpos contra la proteina S1 con el mejor balance
entre sensibilidad y especificidad (OOP, del inglés “optimal operating point”) utilizando la

siguiente formula®e®:

00P = J (1 — sensibilidad)? + (1 — especificidad)?

Para evaluar la asociacion entre la presencia de un positivo en un test rapido de antigeno
N del virus en el plasma y niveles de anticuerpos anti-S1 por debajo del OOP (2821 AU/mL)
con la hospitalizacion, utilizamos un analisis de regresion logistica binario multivariante. Para
ello, primero testamos estas dos variables y todas aquellas que queramos incluir en el ajuste
en un analisis de regresion logistica binario univariante. Aquellas variables que mostraron una

p < 0,1 fueron seleccionadas como variables de ajuste (Figura 18).
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A continuacion, dividimos la cohorte en tres grupos en funcion de la presencia/ausencia
de N-antigenemia y niveles altos/bajos de anticuerpos (el umbral para diferenciar los niveles
bajos y altos de anticuerpos fue el OOP; 2821 AU/mL) para evaluar con mas detalle su impacto
en el riesgo de hospitalizacién: grupo de pacientes con N-antigenemia negativa y altos titulos
de anticuerpos (= 2821 AU/mL) [N-Ag (-) y Anti-S1 alto], grupo de pacientes con N-
antigenemia positiva o bajos titulos de anticuerpos (< 2821 AU/mL) [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo]
y grupo de pacientes con N-antigenemia positiva y bajos titulos de anticuerpos (< 2821
AU/mL) [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo].

Se evalué con el modelo anterior de ajuste en un analisis de regresion logistica binario
multivariante, si pertenecer a las categorias [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo] o [N-Ag (+) y Anti-S1
bajo] aumentaba el riesgo de hospitalizacién en comparacién con pertenecer a [N-Ag (-) y
Anti-S1 alto]. También, se evalud la asociacion de las categorias con el riesgo de presentar
infiltrados bilaterales en pruebas de rayos x.

Finalmente, el impacto de la presencia de positivo de N-antigeno y bajos titulos de
anticuerpos en la supervivencia a los 28 dias se modelizé6 mediante curvas de Kaplan-Meier,
y las diferencias se evaluaron mediante modelos de regresion de Cox univariante y

multivariante.

EEE COHORTE CON COVID-19

1 Hospital

* 146 pacientes adultos (= 18 afos)

\' 1. Test rapido de antigeno N

Perfilado de
Marcadores 2. Determinacion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1

Seleccién del nivel 6ptimo de IgG con mejor balance
entre sensibilidad y especificidad para detectar los
pacientes que precisaban hospitalizar [ABC; OOP]

Evaluacién de la asociacion de la presencia de antigeno N
y niveles bajos de IgG con la hospitalizacién

[Regresion logistica binaria]
Andlisis

estadistico Creacion de tres grupos de pacientes dependiendo de la
presencia/ausencia de antigeno N en plasma y del nivel de IgG

Evaluacién de la asociacién de la presencia de antigeno N y bajos
titulos de 1gG con:

1. Necesidad de hospitalizacién [Regresion logistica binaria]
2. Presencia de infiltrados bilaterales [Regresion logistica binaria]
3. Analisis de supervivencia a 28 dias desde el ingreso en urgencias
[Regresion de Cox, curvas de Kaplan-Meier]

Figura 18. Diagrama de la metodologia del estudio Covid-19.
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R se utilizé para algunos analisis especificos como el desarrollo de las graficas Box-Plot
de los biomarcadores en el estudio del continuo Infeccion-Sepsis, y el analisis de

supervivencia realizado en el estudio COVID-19.

4.6. ASPECTOS ETICOS Y DEONTOLOGICOS

La aprobacion tanto cientifica como ética del protocolo de estudio se obtuvo de la
Comisién de Investigacion y Comité Etico para la Investigacién Clinica de cada uno de los
hospitales participantes en los estudios (Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid,
Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, Complejo Asistencial Universitario de Leon,
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de Santander, Hospital Universitario Vall

d'Hebron de Barcelona).

Ademas, todos los pacientes o en su defecto, sus representantes legales, firmaron una
hoja de consentimiento informado (Anexo 1) a través de la cual aceptaban su participacion

en el estudio.

Toda la informacion de las historias clinicas se recogié en el propio centro y fue
centralizada en dos bases datos anonimizada, controlada y custodiada por el investigador
principal. Los datos fueron tratados de manera confidencial y andnima, segun lo establecido
en la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia
de los derechos digitales y el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del
Consejo de 27 abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD).
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5.1. ESTUDIO DEL CONTINUO INFECCION-SEPSIS

Los resultados mostrados a continuacion se encuentran publicados bajo el titulo
“Synergistic impact of innate immunity hyper-activation and endothelial dysfunction on the

magnitude of organ failure in the infection-sepsis continuum”.

Indicadores de calidad de la publicacion:

ISSN: 1201-9712

Editorial: ELSEVIER SCI LTD

Revista: INTERNATIONAL JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES
indice de Impacto: 8,4

Fuente de impacto: JCR 2022

Categoria: INFECTIOUS DISEASES

Rango: 17/132

Cuartil: 1

5.1.1.  Analisis descriptivo de la cohorte de Derivacion

Se reclutaron 233 pacientes con criterios de inclusion en el estudio, ingresados en los
servicios de Cirugia General o Anestesia y Reanimacion de los centros participantes (durante

los afios 2020-2022) para una primera cohorte de derivacion.

Los pacientes se clasificaron en funcion de la presencia o no de infeccién, denominandolos
grupo de pacientes con IDS, a aquellos que presentaron infeccion con diversa gravedad y
grado de fallo de 6rgano (evaluado por la escala SOFA), y grupo con nIDS a aquellos
pacientes que no presentaban infeccion, pero si diferente grado de fallo de 6rgano y gravedad.
En las Tablas 6, 7 y 8 se muestran los resultados descriptivos de la poblacion estudiada
respecto a las variables clinicas y analiticas. Los resultados se presentan de forma global y
segun su clasificacion junto con el valor p correspondiente a la significacion estadistica de las

diferencias encontradas entre ambos grupos.

De los 233 pacientes, 43 pacientes (18,5%) procedian de la REA de HURH, 83 (35,6%)
de la REA del CAUSA, 71 (30,5%) de Cirugia general del CAUSA, 31 (13,3%) de REA del
CAULE y 5 (2%) de la REA del HUMV (Tabla 6). En la Figura 19 estan representados los

porcentajes.
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233 53 (22,7) 180 (77,3)
HURH REA 43 (18,5) 8 (15,1) 35(19,4)
CAUSAREA 83 (35,6) 1(1,9) 82 845,6)
CAUSA Cirugia 71 (30,5) 22 (41,5) 49 (27,2) < 0,001
CAULEREA 31 (13,3) 22 (41,5) 9(5,0)
HUMV 5(2,1) 0(0,0) 5(2,8)
Edad (afios) [mediana (RIC)] 63 (25) 63 (17) 63 (31) n.s.
Sexo (masculino) [n (%)] 159 (68,5) 37 (69,8) 122 (68,2) n.s.
Fumador 23 (10,0) 3(5,7) 20 (11,3) n.s.
Enfermedad cardiaca cronica 46 (19,9) 5(9,4) 41 (23,0) 0,030
EPOC 15 (6,5) 3(5,7) 12 (6,7) n.s.
Asma 11 (4,8) 1(1,9) 10 (5,6) n.s.
Obesidad 24 (10,4) 5(9,4) 19 (10,7) n.s.
Hipertensién 86 (37,2) 21 (39,6) 65 (36,5) n.s.
Dislipidemia 68 (29,4) 19 (35,8) 49 (27,5) n.s.
Enfermedad renal cronica 13 (5,6) 2(3,8) 11 (6,2) n.s.
Enfermedad neurolégica 17 (7,4) 2(3,8) 15 (8,4) n.s.
Neoplasia activa 20 (8,7) 6 (11,3) 14 (7,9) n.s.
Enfermedad autoinmune 17 (7,4) 3(5,7) 14 (7,9) n.s.
Enfermedad gastrointestinal cronica 25 (10,8) 9(17,0) 16 (9,0) n.s.
Diabetes Mellitus 40 (17,3) 11 (20,8) 29 (16,3) n.s.
Fiebre (37,5°C) [n (%)] 24 (11,4) 1(2,0) 23 (14,5) 0,015
Frecuencia cardiaca (latidos por min) 85,0 (24,0) 80,0 (21,0) 85,0 (23,0) 0,002
Presion arterial media (mmHg) 89,0 (22,0) 92,0 (15,0) 87,0 (23,2) n.s.

Tabla 6. Andlisis descriptivo de las variables clinicas y analiticas de los pacientes. Comparativa entre

los pacientes sin infeccién (nIDS) y los que presentan infeccion (IDS).

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.
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Figura 19. Porcentaje de pacientes por hospital.

En esta cohorte de derivacion,180 pacientes (77,3%) pertenecian al grupo con IDS y 53
(22,7%) al grupo con nIDS. Los dos grupos de pacientes eran similares en términos de edad
y composiciéon de género, siendo el sexo masculino de edad avanzada el perfil predominante

tanto en la cohorte general como en ambos grupos (Tabla 6).

Entre los antecedentes personales que presentaron los pacientes, destacaron por
frecuencia la hipertension arterial con 86 casos (37,2%) y la dislipemia con 68 casos (29,4%).
También se observaron antecedentes como la enfermedad cardiaca crénica en 46 pacientes
(19,9%) o diabetes mellitus en 40 pacientes (17,3%). Al comparar entre los grupos con IDS y
nIDS, estos eran similares en su perfil de antecedentes, aunque la presencia de enfermedad
cardiaca cronica era significativamente mas frecuente en el grupo con IDS (9,4% vs. 23%,
p=0,030; Grupo nIDS vs. IDS, respectivamente) (Tabla 6).

Durante el ingreso, entre las complicaciones que destacaron por ser las mas frecuentes
se encuentran las infecciones secundarias con 40 casos (18,0%). También se observaron con
una menor frecuencia el fallo renal agudo en 24 pacientes (10,7%) y la aparicién de ileo
paralitico en 22 pacientes (9,9%). Cuando se compararon los dos grupos de pacientes se
observd que los pacientes del grupo con IDS mostraron una mayor frecuencia de arritmia

cardiaca, ileo paralitico, insuficiencia renal aguda e infecciones secundarias (Tabla 7).
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233 (100,0) 53 (22,7) 180 (77,3)

SOFA Score 1(4) 1(3) 1(5) n.s.
SDRA 9 (4,0) 0(0,0) 9 (5,3) n.s.
Arritmia cardiaca 12 (5,4) 0(0,0) 12 (7,0) 0,047
Ataque cardiaco 5(2,2) 1(1,9) 4 (2,3) n.s.
Anastomosis 5(2,3) 0(0,0) 5(2,3) n.s.
Hemorragia postoperatoria 7(3,1) 2(3,8) 5(2,9) n.s.
Sangrado gastrointestinal 8 (3,6) 1(1,9) 7(4.1) n.s.
Accidente cerebrovascular 4 (1,9) 0(0,0) 4 (2,4) n.s.
lleo paralitico 22 (9,9) 1(1,9) 21 (12,4) 0,026
Fallo hepatico agudo 4 (1,8) 0(0,0) 4 (2,4) n.s.
Fallo renal agudo 24 (10,7) 0(0,0) 24 (14,0) 0,004
Infecciones secundarias 40 (18,0) 1(1,9) 39 (23,1) < 0,001
Delirio postoperatorio 11 (5,1) 1(1,9) 10 (6,2) n.s.
Coma 5(2,3) 0(0,0) 5(3,1) n.s.
Ventilacion mecéanica invasiva 49 (21,8) 6 (11,5) 43 (24,9) 0,041
Terapia con vasopresores 42 (19,6) 1(2,0) 41 (25,0) < 0,001
Reintervencion 15 (6,8) 1(1,9) 14 (8,3) n.s.
Estancia hospitalaria
mo dianz ®ey 60D 5 (8) 6 (13) n.s.
Mortalidad hospitalaria 17 (7.3) 0(0.0) 17 (9.4) 0.020

Tabla 7. Continuacion del analisis descriptivo de las variables clinicas y analiticas de los pacientes.
Comparativa entre los pacientes sin infeccion (nIDS) y los que presentan infeccién (IDS).
Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion; SDRA, sindrome de distrés respiratorio agudo.

Ademas, 42 pacientes (19,6%) necesitaron terapia con vasopresores y 49 (21,8%)
precisaron de ventilacion mecanica invasiva (VMI). Se observaron diferencias significativas
en estos dos tratamientos durante el ingreso hospitalario, siendo los pacientes infectados
(grupo con IDS) aquellos que los precisaban mas frecuentemente (VMI: 11,5% vs. 24,9%, p
= 0.041; Vasopresores: 2,0% vs. 25,0%, p < 0,001; nIDS vs. IDS, respectivamente) (Tabla 7).

Con relacion al tiempo de estancia hospitalaria, los pacientes estuvieron de mediana
ingresados en el hospital 6 dias, sin diferencias significativas entre los dos grupos de
pacientes. Finalmente fallecieron 17 pacientes del grupo IDS (9,4%). Por lo contrario, ningun

paciente del grupo nIDS fallecié (Tabla 7).
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El origen mas frecuente de infeccién en el grupo IDS fue el foco abdominal (154 de 180
pacientes, 85,6%), seguido del sitio de herida quirurgica (15 de 180 pacientes, 8,3%),
representando otras fuentes de infeccion una minoria (bacteriemia, 6 pacientes de 180, 3,3%;

y tracto urinario 4 pacientes de 180, 2,2%) (Tabla 8).

Con respecto al diagnéstico microbioldgico, se realizé cultivo microbiologico en 104
pacientes de los 180 que presentaron infeccion y se pudo identificar al patégeno en el 61,5%
de estos pacientes (64 pacientes), con predominio de bacterias Gram negativas en 47
pacientes (26,1%), bacterias Gram positivas en 25 (13,9%) y hongos en 19 pacientes (10,5%).
Ademas, 21 de estos pacientes (11,7%) presentaban infeccién por varios tipos de

microorganismos. En la Figura 20 se observa la etiologia de las infecciones.

Bacterias Gram Negativas
Bacterias Gram positivas
Hongos
Polimicrobiano
Microrganismo no identificado —
—26 %

38 % —

“—14 %

10 %

12 % 7

Figura 20. Diagnostico microbiolégico de las infecciones de los pacientes del grupo IDS.

En cuanto a la situacién clinica al diagnéstico, la mediana de la escala SOFA en el
momento del reclutamiento fue de 1 punto en ambos grupos, sin diferencias significativas
entre ellos y al igual que el valor medio de la cohorte general (Tabla 7). Ademas, la presion
arterial media era de 89 mmHg, sin encontrar diferencias entre aquellos pacientes que
presentaban o no una infeccion. Sin embargo, si existian diferencias significativas entre los
dos grupos de pacientes en la frecuencia de presencia fiebre (2,0% vs 14,5%, p = 0,015;
pacientes nIDS vs IDS, respectivamente) y la frecuencia cardiaca (mediana [RIC]; 80,0 [21,0],
85,0 [23,0], p = 0,002; pacientes nIDS vs IDS, respectivamente) (Tabla 8).
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Con relacién a la gravedad de estos pacientes, 46 de 180 (25,6%) de los pacientes del

grupo IDS presentaban sepsis, y 41 de 180 (22,8%) presentaban shock séptico.

Desconocido
Abdomen

Tracto urinario
Herida quirargica

Bacteriemia

Bacterias Gram negativas
Bacterias Gram positivas
Hongos

Polimicrobiano

Glucosa (mg/dL)
Bilirrubina (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)

Na (mmol/L)
K (mmol/L)

Leucocitos (células/mm3)

Linfocitos (células/mm3)
Neutrofilos (células /mm3)
Monocitos (células /mm3)

Plaquetas (células x 10%/ pl)

233 (100,0)

n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

n.a.

n.a.
n.a.
n.a.

n.a.

123,0 (57,

0)

0,78 (0,63)
0,89 (0,49)
138,0 (5,0)

4,0(0,7)
11260
(7100)

864 (1053)

8804 (715
592 (607
208,0 (90,

8)

)
0)

53 (22,7)

n.a.
n.a.
n.a.
n.a.

n.a.

n.a.
n.a.
n.a.

n.a.

123,0 (61,0)
0,72 (0,49)
0,78 (0,42)
138,0 (4,0)

4,1(0,6)

8900 (4300)
1057 (1117)

7245 (5308)

472 (464)
167,0 (68,0)

180 (77,3)
1 (0,6) n.a.
154 (85,6) n.a.
4 (2,2) n.a.
15 (8,3) n.a.
6 (3,3) n.a.
47 (26,1%) n.a.
25(13,9) n.a.
19 (10,5) n.a.
21 (11,7) n.a.
123,0 (56,0) n.s.
0,78 (0,65) n.s.
0,92 (0,50) 0,024
138,0 (4,0) n.s.
3,9 (0,7) n.s.
11960 (7660) 0,011
862 (1022) n.s.
9615 (7428) n.s.
612 (664) n.s.
223,0 (98,7) < 0,001

Tabla 8. Continuacion del analisis descriptivo de las variables clinicas y analiticas de los
pacientes. Comparativa entre los pacientes sin infeccion (nIDS) y los que presentan infeccion

(IDS).

Abreviaturas: n.a., no aplica; n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.
*El analisis sobre la microbiologia esta realizado sobre un total de 104 pacientes a los que se les hizo

pruebas microbioldgicas.
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La mediana de leucocitos registrada fue 1.1260 células/mm? en toda la cohorte existiendo
diferencias significativas entre los pacientes con infeccion y sin ella. La mediana de los
linfocitos fue 864 células/mm?, la mediana de los monocitos fue 592 células/mm?®y la de los
neutrofilos 8804 células/mm? no existiendo diferencias significativas entre los dos grupos de
pacientes. Aunque si se observo que tanto la cohorte total como los grupos por separado,

presentaban linfopenia (<1.500 células/mm?®) (Tabla 8).

En relacion con los parametros bioquimicos al reclutamiento, los valores de creatinina
fueron de 0,89 mg/dL, siendo mas elevados en los pacientes que presentaban una infeccion
con 0,92 mg/dL (p = 0,024). Otros parametros como la glucosa, bilirrubina, Na o K no

mostraron diferencias significativas (Tabla 8).

5.1.2. Niveles de biomarcadores a lo largo de los grupos de estudio

Como se puede ver en la Tabla 9 y en los graficos de cajas de las Figuras 21, 22, 23 y

24 se cuantificaron los biomarcadores en los dos grupos de estudio y en los controles sanos.

En la Figura 21 se observa como los biomarcadores de dafio endotelial tienden a elevarse
en los pacientes con IDS en comparacion con los otros dos grupos, pero no siempre la

diferencia entre ellos es suficiente para ser significativa.
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Figura 21. Graficos de cajas de los niveles de los biomarcadores de dafio
endotelial entre los grupos de estudio.
**** pn<0,001; ** p <0,010; *p <0,050.
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Los niveles de ET-1 fueron significativamente mas elevados en los grupos IDS y nIDS que
en los controles sanos. Por otro lado, VCAM-1 y angiopoyetina-1 solo mostraban diferencias
significativas entre los grupos de pacientes con IDS y nIDS (p <0,001). Angiopoyetina-2 fue
el unico biomarcador de los 4 que se encontraba significativamente mas elevado en los

pacientes con IDS comparado con los pacientes con nIDS y los controles sanos (Tabla 9).

En la Figura 22 se puede observar que hay una tendencia general de aumento de los
niveles de los biomarcadores de inflamacion a lo largo de los tres grupos desde el control
sano hasta el grupo de los pacientes con infeccion (Grupo con IDS). Los niveles de MMP7
fueron mas elevados en los grupos con IDS y nIDS que en los controles sanos (p < 0,001; en
ambos casos) (Tabla 9 y Figura 22). A su vez, los pacientes con IDS presentaron los niveles
significativamente mas altos de CRP, PCT, PTX3, TREM-1, IL-15, CXCL-10 y TNF-a en
comparacion con los otros dos grupos. IL-6 fue el unico biomarcador de inflamacion que

mostré diferencias entre todos los grupos de pacientes (Tabla 9 y Figura 22).

PCR PCT I PENTRAXINA 3
250 12.5

*kk Kk 15.0 *kk
Fkk Kk k

225
12.5

* %k
10.0
20.0 °
75
17.5 100 °
15.0 ! 5.0 : I_l_l 75 E
== T |

12.5

TREM-1 IL-15 | IL-6
10 *kk 5 ko 15 ok

kK *kk
4

: 3 10
E3 Control sano
2 s EJ Grupo nIDS
H ° B3 Grupo IDS
é 1
0
. —_—

1

(%]

Nivel de biomarcador (Ln)
[e)}

TNF-a CXCL-10 | MMP-7 |

10.0 Fekk 125 * IR

*kk Fkk kK

9
75 10.0
: )
5.0 7.5 .

25 5.0
é\o \Q"o \Q% é\O 00.2 \Q‘b (b{\o o < )
> o & N o & N o &
oo& o & o"&\ o 4 00& ¥ ¢

Figura 22. Graficos de cajas de los niveles de los biomarcadores de inflamacioén entre los grupos.
***p <0,001; ** p <0,010; *p <0,050
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Cuando se compararon los biomarcadores implicados en la degranulacion del neutrdfilo,
estos mostraron resultados similares, siendo los pacientes con IDS aquellos que tenian una
concentracion significativamente mayor de LCN2 y MPO en comparacion con los otros dos

grupos (Tabla 9 y Figura 23).

En el caso de los biomarcadores de coagulacion, el dimero-D presenté diferencias
significativas entre todos los grupos, encontrandose los niveles mas elevados en el grupo de
pacientes con IDS. Por lo contrario, los niveles de uPA fueron significativamente mas bajos
en ambos grupos de pacientes en comparacion con los controles sanos (Tabla 9 y Figura
23).

LIPOCALINA-2 MIELOPEROXIDASA
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Nivel de biomarcador (Ln)

Figura 23. Gréfico de cajas de los niveles de los biomarcadores de
degranulacioén del neutrdfilo y coagulacion entre los grupos de estudio.
***p <0,001; ** p <0,010; *p <0,050.

Los dos biomarcadores involucrados en inmunosupresidon e inmunomodulacion
presentaron diferente comportamiento entre los grupos de pacientes. Los niveles de IL-10
fueron significativamente mas elevados en los grupos con IDS y nIDS que en los controles
sanos. Por el contrario, no se encontraron diferencias para este biomarcador entre los grupos

de pacientes con y sin infeccion (Tabla 9 y Figura 24).
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A su vez, los pacientes con IDS mostraron los niveles significativamente mas altos de PD-
L1 que los controles sanos (p = 0,006) y el grupo de pacientes nIDS (p = 0,039) (Tabla 9 y
Figura 24).

IL-7, Unico biomarcador implicado en la biologia del linfocito mostré diferencias
significativas entre los dos grupos de pacientes con el control sano (Control sano vs. Grupo
con nIDS p = 0,024; Control sano vs. Grupo con nIDS p = 0,006) (Tabla 9 y Figura 24)
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Figura 24. Grafico de cajas de los niveles de los biomarcadores de inmunosupresion y biologia del
linfocito entre los grupos de estudio.
***p <0,001; ** p <0,010; *p <0,050.
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PTX3 2068,00 (917,00)
TREM-1 | 457,00 (368,50)
IL-15 2,25 (1,55)
CXCL10 87,70 (79,60)
IL-6 172 (0,97)
TNF-a 6,40 (2,33)
LCN2 79423,00 (43771)
MPO 39355,00 (38432)
UPA 919,00 (390,00)
306849,00
DRBAIESS (356065,00)
525625,00
Rty (140691)
ANG1 3940,00 (6322)
ANG2 971,00 (560,00)
ET-1 1,31 (0,94)
PD-L1 56,10 (36,45)
IL-10 173 (0,89)
IL-7 3,19 (2,91)

18832746,00 229864638,00

(57017988)  (286553752,75) %
565,50

76,50 (71,75) (4507,08) n.s.
1263,00 1383,00

(1069.00) (1549.25) ~ =0,001
1679,00 7436,50 s
(1693,00) (17165,00) S
394,00
(3600) 610.00(480.00)  ns.
2,83 (1,41) 4,77 (3,75) n.s.

94,80 (82,00)
30,40 (66,10)

(
148,00 (204,93)  n.s.
131,50 (551,38) < 0,001

(

7,73(5,09) 13,70 (17,69) n.s.
88080,00 158797,50 s
(41066,00)  (250500,00) -S-
32714,00 67779,50 s
(34094,00) (91121,00) -S-
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(33300)  780.00(229,00) 0,002
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(4665,00) (7212,00) -S-
1118,00 2355,00 s
(789,00) (3160,00) -S-
2,19 (2,00) 2,27 (2,16) < 0,001
87,40
(10005)  13050(12455)  ns.
13,00 (26,53) 10,55 (25,32) < 0,001
3,60 (3,48) 3,88 (4,52) 0,024

Tabla 9. Niveles de biomarcadores entre grupos.
Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.
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5.1.3.  Area bajo la curva de los biomarcadores para detectar grupo
IDS (Cohorte de Derivacion)

En la Tabla 10 se observan las ABC de los biomarcadores para el analisis diferencial entre
los pacientes que presentaban una infeccion (Grupo IDS) y los que no (Grupo nIDS). Los
datos nos muestran que CRP, PCT, PTX3, LCN2, TNF-a, ANG2, TREM-1 e IL-15 eran los
biomarcadores que arrojaban areas significativas con un valor igual o mayor a 0,75 para

identificar a los pacientes con IDS en comparacién con el grupo nIDS (Tabla 10 y Figura 25).

CRP 0,82 0,75 0,89 < 0,001
PCT 0,79 0,74 0,85 < 0,001
PTX3 0,79 0,73 0,85 < 0,001
LCN2 0,78 0,72 0,84 < 0,001
TNF-a 0,78 0,71 0,84 < 0,001
ANG2 0,77 0,70 0,83 < 0,001
TREM-1 0,76 0,69 0,83 < 0,001
IL-15 0,75 0,69 0,81 < 0,001
MPO 0,69 0,61 0,78 < 0,001
CXCL10 0,68 0,60 0,76 < 0,001
Dimero-D 0,68 0,61 0,75 < 0,001
-6 0,67 0,60 0,74 < 0,001
VCAM-1 0,65 0,57 0,72 0,001

ANGH1 0,61 0,52 0,70 0,017
PD-L1 0,59 0,51 0,68 0,042
MMP7 0,58 0,50 0,66 n.s.

uPA 0,54 0,46 0,63 n.s.

ET-1 0,53 0,45 0,62 n.s.

IL-7 0,52 0,43 0,60 n.s.

IL-10 0,48 0,39 0,57 n.s.

Tabla 10. ABC para evaluar el valor predictivo de los
biomarcadores para detectar el grupo de pacientes con infeccion
(Grupo IDS).

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.
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Figura 25. ABC para evaluar el valor predictivo de los biomarcadores para detectar el grupo de
pacientes con infeccion (Grupo IDS).
Biomarcadores medidos en pg/mL en plasma.

Por el contrario, MPO, CXCL10, dimero-D, IL-6, VCAM-1, angiopoyetina-1 y PD-L1

presentaron areas bajo la curva significativas, pero con un valor por debajo de 0,75 de ABC
(Tabla 10).

Por ultimo, MMP7, uPA, ET-1, IL-7 e IL-10 no presentaban areas significativas para la

identificacion de los pacientes con infeccion (Tabla 10).
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5.1.4. Analisis de regresion lineal entre biomarcadores y la

puntuacién SOFA en el grupo IDS (Cohorte de Derivacion)

El analisis univariante evidencié que los ocho biomarcadores seleccionados en el paso

anterior estaban significativamente asociados con el aumento de la escala SOFA (Tabla 11).

B SE p

Sexo | 0,33 0,59 n.s.
Edad | 0,09 0,01 <0,001

Fumador | 0,38 0,88 n.s.
Enfermedad cardiaca crénica | 2,60 0,63 =0,001
Enfermedad neurolégica | 2,22 0,99 0,026
Neoplasia activa | 2,66 1,01 0,009
Hipertension | 1,63 0,56 0,004

Dislipidemia | 0,47 0,62 n.s.

Enfermedad autoinmune 1,27 1,03 n.s.
Obesidad | 1,46 0,89 n.s.
Enfermedad gastrointestinal cronica | -0,31 0,97 n.s.

EPOC | 2,16 1,10 0,051
Asma | -0,96 1,20 n.s.
Enfermedad renal cronica | 3,78 1,12 =0,001
Diabetes Mellitus | 2,26 0,73 0,002
Infeccion sitio de herida quirdrgica | 3,90 0,95 <0,001
Infeccion del tracto urinario | 0,62 1,87 n.s.
Bacteriemia | 1,68 1,53 n.s.
Infeccion gastrointestinal | -2,06 0,77 0,008
LCN2 | 2,76 0,23 =0,001
ANG2 | 2,44 0,26 =0,001
IL-15 | 2,81 0,35 =0,001
TREM-1 | 2,74 0,39 =0,001
TNF-a | 2,25 0,26 =0,001
PTX3 | 1,50 0,15 =0,001
PCT | 1,05 0,10 =0,001
CRP | 0,65 0,21 0,002
Tabla 11. Anélisis de regresion lineal univariante para evaluar la

asociacion entre los biomarcadores y el aumento en la escala SOFA.
Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.
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Ademas, este analisis identificé [Edad], [Enfermedad cardiaca croénica], [Enfermedad
neuroldgica), [Neoplasia maligna activa], [Hipertension], [EPOC], [Enfermedad renal crénical,
[Diabetes], [Infeccion gastrointestinal] y [Infeccidn del tracto urinario] como las variables de

ajuste para el analisis multivariable (Tabla 11).

El andlisis de regresion multivariable reveld6 que LCN2 era el biomarcador con la
asociacion independiente mas fuerte con la puntuacion SOFA (2,24; 0,28; <0,001) (B,
coeficiente de regresion; SE, error estandar de B; p-valor), seguido de ANG2 (1,92; 0,33;
<0,001). 92; 0,33; <0,001), IL-15 (1,78; 0,40; <0,001), TREM-1(1,74; 0,46; <0,001), TNF-a
(1,60; 0,31; <0,001), PTX3 (1,12; 0,18; <0,001) y PCT (0,85; 0,12; <0,001). Por otro lado, la
CRP no mostré6 una asociacion significativa con la puntuacion SOFA en el analisis
multivariable (Tabla 12).

Posteriormente, con los 7 biomarcadores que nos ofrecieron los mejores resultados
generamos las combinaciones de “disfuncién de la respuesta del huésped” (Dys), para lo que
utilizamos la media geométrica de los biomarcadores que las formaban. En la Tabla 13 se

muestran las 6 combinaciones y los marcadores que las forman.

Dys-7  LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1, TNF-qa, PTX3, PCT
Dys-6  LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1, TNF-a, PTX3
Dys-5 LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1, TNF-a

Dys-4 LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1

Dys-3  LCN2, ANG2, IL-15

Dys-2 LCN2, ANG2

Tabla 12. Composicién de las combinaciones Dys.

Por ultimo, repetimos el analisis de regresién lineal multivariante testando estas
combinaciones. Este analisis reflejo que la combinacion que tenia el mayor impacto en la
puntuacion SOFA era Dys-4, que incluia LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1 (3,55;0,44; <0,001) (B,

coeficiente de regresion; SE, error estandar de B; p-valor) (Tabla 14).
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Ademas, al comparar los resultados del Dys-4 con los resultados que mostraron cada uno
de los biomarcadores individuales, Dys-4 siguié presentando mejores resultados que cada

uno de los 7 marcadores individuales (Figura 26).

Ajustado
B (IC 95%) p-valor

Dys-4* . 3.55 (2.67-4.42) <0.001
Lipocalina-2 —_—————— 2.24 (1.67-2.80) <0.001
Angiopoyetina-2 - 1.92 (1.26-2.57) <0.001
IL-15 . 1.78 (0.98-2.58) <0.001
TREM-1 . 1.74 (0.84-2.65) <0.001
TNF-a . 1.60 (0.99-2.22) <0.001
Pentraxina 3 —_— 1.12 (0.76-1.48) <0.001
Procalcitonina — 0.85 (0.60-1.09) <0.001

0 1 2 3 4

*—— .

Mayor escala SOFA

Figura 26. Forest Plot que muestra el coeficiente ajustado de regresion (B) del analisis de regresion
lineal multivariante biomarcadores / puntuacion Dys-4 y puntuacion SOFA.
*Dys-4 incluye Lipocalina-2, angiopoyetina-2, Interleuquina-15 y TREM-1.

5.1.5.  Analisis descriptivo de la cohorte de Validacion

En una segunda fase del estudio del continuo Infeccién-Sepsis, se recogieron datos
clinicos y muestras de sangre de una segunda cohorte formada por 174 pacientes infectados

para validar los resultados anteriormente descritos.

En la Tabla 15 se detallan una serie de datos clinicos asociados al evento de estudio de

forma global.

La edad media de esta cohorte era de 67 afios y la composicién por sexos estaba
equilibrada (90 de 174 eran varones; el 52,90%) (Tabla 15).
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Las comorbilidades mas frecuentes fueron la inmunosupresiéon (22,0%), la enfermedad
cardiaca croénica (17,9%) y la neoplasia maligna activa (14,5%), seguidas de la enfermedad
renal cronica (9,2%), la EPOC (6,4%) y la disfuncion hepatica cronica (2,9%) (Tabla 15).

174
Edad (afios) [mediana (RIC)] 67 (24)
Sexo (masculino) [n (%)] 92 (52,9)
Enfermedad cardiaca crénica 31(17,9)
EPOC 11 (6,4)
Enfermedad renal crénica 16 (9,2)
Enfermedad hepatica crénica 5(2,9)
Neoplasia activa 25 (14,5)
Inmunosupresién 38 (22,0)
Enfermedad neurolégica 21 (12,1)
Hipertension 75 (43,4)
Diabetes 35 (20,2)
SOFA Score 1,50 (5,0)
Ventilacién mecéanica invasiva 47 (27,0)
Terapia con vasopresores (29%) 60 (41,4)
Mortalidad hospital (12*) 25 (15,4)
LCN2 420368,50 (659056,7)
ANG2 3134,50 (3935,0)
IL-15 5,69 (4,4)
TREM-1 662,00 (644,0)
TNF-a 22,00 (60,8)
PTX3 15042,50 (34397,3)
PCT 1194,00 (5626,5)

Tabla 15. Caracteristicas clinicas y niveles de biomarcadores de la
cohorte de validacion.
*Valores perdidos de las variables
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La mediana de la puntuacion SOFA en el momento del reclutamiento fue de 1,50 puntos
(RIC, 5,00) (Tabla 15). De los 174 pacientes infectados, 46 (26,4%) presentaron sepsis y 41
(23,6%) shock séptico.

La fuente de infeccion mas frecuente en esta nueva cohorte fue la gastrointestinal (145 de
174 pacientes, 83,3%), seguida de la urinaria (23 de 174 pacientes, 13,2%), representando
otras fuentes una minoria, (sitio quirurgico, 1 paciente de 174 (0,6%); tracto respiratorio, 1
paciente de 174 (0,6%); osteoarticular, 1 paciente de 174 (0,6%); piel y tejidos blandos, 3 de
174 (1,7%)) (Tabla 15).

De estos pacientes, el 41% precisaron tratamiento vasopresor y el 27% ventilacion
mecanica invasiva. Finalmente, 25 pacientes fallecieron durante la hospitalizacion (15,4%)
(Tabla 15).

5.1.6. Evaluacion de Dys-4 en la cohorte de Validacion.

Para validar los resultados anteriormente mostrados, se realizé de nuevo un analisis de
regresion lineal multivariante siguiendo el mismo ajuste que en el analisis original para evaluar
la asociacion tanto de los 7 biomarcadores individuales como de las combinaciones Dys en

esta nueva cohorte.

De forma similar a lo observado en la cohorte de derivacion, el analisis multivariable de
los biomarcadores individuales reveld que el aumento de cada uno de ellos se veia asociado
con el aumento de la escala SOFA de manera independiente a las variables de ajuste (Tabla
16).

Por otro lado, al evaluar las combinaciones Dys en esta nueva cohorte de validacién los
resultados fueron similares a los que se obtuvieron en la cohorte de derivacion, donde todas
ellas se veian asociadas con el aumento en la escala de fallo de 6érgano, siendo Dys-4 la que
presentaba mayor coeficiente de regresion (3,48;0,32; <0,001) (B, coeficiente de regresion;

SE, error estandar de B; p-valor) (Tabla 17).

Al igual que los resultados anteriores, al comparar los resultados obtenidos de Dys-4 y los
biomarcadores individuales, esta combinacion seguia superando a cada uno de ellos (Figura
27).
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RESULTADOS

Amanda de la Fuente Vazquez

SE

SE

p p B SE p B SE p B SE p B SE p B SE p
Edad| -001 001 ns |[-001 001 ns | 001 002 ns |[-001 002 ns |[-001 002 ns [-001 002 ns |[-001 002 ns.
war %ﬂmﬁwm% 016 061 ns | -08 059 ns | -062 065 ns. | -026 064 ns. | -017 067 ns. |[-033 062 ns ||[-007 063 ns.
wﬂwﬁ&mm 037 072 ns. | 067 068 ns. |[0467 076 ns. | 044 074 ns. [ 076 078 ns. | 065 073 ns | 08 074 ns.
Neoplasia actival| 1,78 063 0,005 | 1,88 059 0002 || 206 066 0002 | 158 065 0016 | 212 068 0002 |18 063 0004 | 169 064 ns.
Hipertensién|| -0,15 0,522 n.s. 050 048 n.s. 0,58 0,54 n.s. -0,06 0,54 n.s. 0,49 0,56 n.s. 0,59 0,51 n.s. 0,47 0,52 n.s.
EPOC| 274 0911 0,003 | 284 08 0001 || 309 096 0002 | 178 097 ns. | 349 099 <0001 [ 333 092 <0,001| 313 093 <0,001
mamﬂamgmmmmﬂow 078 081 ns. |[107 076 ns | 091 08 ns | 049 08 ns || 094 08 ns. | 107 08 ns || 123 08 ns.
Diabetes|| -0,08 0,57 n.s. -0,71 0,54 n.s. -0,54 0,60 n.s. 0,19 0,59 n.s. 0,19 0,62 n.s. 0,17 0,57 n.s. -0,43 0,58 n.s.
rz%mw_mﬂ_mu_ﬂm_mm 063 290 ns | 047 27 ns | 193 307 ns | 132 301 ns | 026 317 ns. [ 09 294 ns |18 29 ns.
mmﬂaﬁm%ﬁ“ 214 060 <0001 18 057 0001 | 218 064 <0,001( 236 062 <0,001| 236 066 <0001| 181 062 0004 | 200 062 0,002
LCN2| 151 019 <0,001
ANG2 244 026 <0,001
IL-15 226 036 <0,001
TREM-1 2,84 042 <0,001
TNF-a 1,05 021 <0,001
PTX3 1,11 015 <0,001
PCT 0,88 0,12 <0,001

Tabla 16. Analisis de regresion lineal multivariante para ver la asociacién entre los biomarcadores y el aumento en la escala SOFA.
Abreviaturas: n.s., no significativo; p, nivel de significacion; B, Coeficiente de regresion; SE, error estandar de B.

131



Amanda de la Fuente Vazquez

RESULTADOS

g op Jepug)se Jous ‘JS ‘uoisaibal ap ajusioeo) ‘g ‘uoeoiubis ap [aAIU ‘d ‘oAnEoIIUBIS OU “S°U :SeINBIABIQY
"V40S Bjeose ] us ojuaine |8 A SAQ SauoIoBUIQUIOD SB| 8Jjud UQIoBIo0SE B] JoA eled ajueLieAlnw [esul ugisaibal ap sisijeuy *1| ejgel

100'0> €20 O¥'T z-shka
000> 620 L0'€ ¢-sha
000> Z€0 8¥'e v-shka
000> €0 80'€ s-shq
000> /20 V9T 9-shka
L00‘0> 2’0 62T ||L-sAQ
'SuU g9z L0 | SU €97 GKO || Su 8§z 660 | SU 897 0L0 | 'SU  0LT €80 | 'SU 12T €Z'L ||leunssjuionsed ugwosju|
2000 S50 2LV | €000 S5O 8U°L | L000 S0 6vL | 8000 S0 IGL | T S0 WL | €100 280 ¥ (B iD o coa
'sU Z6'0 GE'0-|| SU 150 8L'0- | 'SU 060 0€0- || 'SU  ZS0 €0'0- | SU  €6'0 L0'0 | 'SU €50 80°0- ||seleqelq
'SU 0 0L0- | SU Z¥'0 ¥20-|| Su 9¥'0 6L'0- || SU 8K0 L00- | SU  8¥0 0L || SU  8y'0 9L'0 |BOIUOIO [BUSI PEPIULISIUT
2000 /SO 8L || ¥0O'0 /S0 /9L | 2000 9S50 G.L || 1000 8S'0 06'L || 2000 8GO /8L || €000 850 6.} [0Od3
2000 €80 29'Z | 6000 €80 6LZ || 900°0 180 SZ'T || 2000 80 /9T |100'0> ¥8'0 98°C || L000> S8'0 16T |uoisuspadiy
'sU pL'0 690 || U ¥L'0 BED || SU €40 G20 || SU 90 2Z0 | 'SU 920 6E0 | 'SU 9.0 ¥S'0 |[eAnde eisedosN
'SU 990 6€0 | U S90 €€0 || Su  y9'0 g0 | SU 990 Ov'0 | 'SU /90 SKO | 'SU 290 950 |[eolbojoinau pepawiajul
'SU 960 2€'0-|| SU 95'0 LE0- || 'SU 660 6G'0- | 'SU G0 ¥G'0-| SU /S0 €50- || U /S0 V0 Mww_mmo A
'SU10'0 L0'0- || 'SU - 10'0 L0'0- || Su 100 10'0- || 'SU 100 L0'0- || 'SU 10'0 L0'0- || 'SU  10'0  LO‘0- ||Pep3
d 38 1 __ d 3s 4 __ d 38 1 __ d 3s 4 __ d 38 1 _ d 3s 4

5

132



Ajustado
B (IC 95%) p-valor

Dys-4* . 3.48 (2.85-4.10) <0.001
TREM-1 . 2.84 (2.01-3.67) <0.001
Angiopoyetina-2 —_— 2.44 (1.92-2.95) <0.001
IL-15 . 2.26 (1.54-2.98) <0.001
Lipocalina-2 S S— 1.51 (1.13-1.89) <0.001
TNF-a I — 1.05 (0.64-1.47) <0.001
Pentraxina 3 —— 1.11 (0.82-1.40) <0.001
Procalcitonina —— 0.88 (0.62-1.12) <0.001
0 1 2 3 4

Mayor escala SOFA

Figura 27. Forest Plot que muestra el coeficiente ajustado de regresion (B) del andlisis de regresion
lineal multivariante biomarcadores / puntuacion Dys-4 y puntuacion SOFA en la Cohorte de Validacion.
*Dys-4 incluye Lipocalina-2, angiopoyetina-2, Interleuquina-15 y TREM-1.
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5.2. ESTUDIO COVID-19

Los resultados mostrados a continuacion se encuentran publicados bajo el titulo
“Synergistic impact of n-antigenemia profiled by a rapid antigen test low anti-s1 antibodies on
the risk of hospitalization in COVID-19".

Indicadores de calidad de la publicacion:

ISSN: 1201-9712

Editorial: ELSEVIER SCI LTD

Revista: INTERNATIONAL JOURNAL OF INFECTIOUS DISEASES
indice de Impacto: 8,4

Fuente de impacto: JCR 2022

Categoria: INFECTIOUS DISEASES

Rango: 17/132

Cuartil: 1

5.2.1.  Analisis descriptivo

Se estudiaron 146 pacientes que cumplian criterios de infeccion por SARS-CoV-2. Todos

ellos ingresaron en el servicio de Urgencias del HURH.

En la Tabla 18 se detallan una serie de datos clinicos asociados al episodio de COVID-
19. La mediana de la edad de esta cohorte fue de 55 afios con un RIC de 34 afos. En la
distribucion por sexo no existia predominio de ninguno de ellos ya que el 47,90% de la cohorte

pertenecian al sexo masculino y el 52,10% al femenino.

En cuanto a los antecedentes personales que presentaban los pacientes ninguno de estos
destacaba en la cohorte general, siendo los mas predominantes: hipertensién (36 pacientes;
24,70%) y enfermedad pulmonar crénica (32 pacientes; 21,90%). Otros antecedentes con una
frecuencia menor fueron la dislipidemia (27 pacientes; 18,5%), la diabetes mellitus (23
pacientes; 15,8%) o la insuficiencia cardiaca (22 pacientes; 15,1%) (Figura 28). La mediana
del indice de comorbilidad de Charlson fue de 0 puntos (RIC: 2 puntos) (Tabla 18).

Unicamente el 9,6% (14 pacientes) de la cohorte habia sufrido una infeccién por SARS-
CoV-2 previa al episodio actual. Sin embargo, 119 pacientes (81,5%) habian recibido al menos

dos dosis de la vacuna contra el SARS-CoV-2 (Figura 28).
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146

Edad (afios) [mediana (RIC)] 55 (34,0)
Sexo (masculino) [n (%)] 70 (47,9)
indice de Comorbilidad de Charlson* [mediana (RIC)] 0(2,0)

Escala de Glasgow [mediana (RIC)] 15 (0,0)

NEWS [mediana (RIC)] 2,5(5,0)

Estancia hospitalaria de = 2 dias [n (%)] 58 (39,7)

Estancia hospital [mediana RIC)] 0 (6,0)

Mortalidad hospitalaria [n (%)] 16 (11,0)

Necesidad de oxigenoterapia [n (%)] 45 (30,8)

Infiltrados pulmonares bilaterales [n (%)] 33 (22,6)

Test rapido de antigeno N en plasma (+) [n (%)] 33 (22,8)
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (+) [n (%)] 19 (13,0)
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) [mediana (RIC)] 0,05 (0,3)
Anti-SARS-CoV-2 S1 1gG (+) [n (%)] 122 (83,6)

Anti-SARS-CoV-2 S1 IgG (AU/mL) [mediana (RIC)] 4203,8 (13252,9)
Tabla 18. Analisis descriptivo de los datos clinicos de los pacientes ingresados

en el servicio de Urgencias.
*indice de Comorbilidad de Charlson sin edad

A su llegada a las Urgencias hospitalarias, los pacientes con COVID-19 presentaron de
mediana una puntuacion en la escala Glasgow de 15 (RIC: 0,00) y un NEWS de 2,5 puntos
(RIC: 5,00). El 30,80% de la cohorte necesitd oxigenoterapia en su paso por el servicio de
Urgencias. Ademas, 33 pacientes (22,80%) presentaron infiltrados bilaterales en los

examenes por rayos X (Tabla 18).

Aunque en todos los pacientes se habian confirmado la infeccién por SARS-CoV-2 a nivel
nasofaringeo, unicamente 33 de los 146 (22,80%) pacientes tuvieron un positivo en la prueba

rapida de antigeno N del SARS-CoV-2 en plasma sanguineo (Tabla 18).

135



Paciente institucionalizado 11
Infarto de miocardio 14
Insuficiencia cardiaca 15,1
Enfermedad arterial periférica 6,8
Enfermedad cerebrovascular 6,8
Demencia 12,3
Enfermedad pulmonar crénica 21,9
EPOC 6,8
Enfermedad hepatica cronica 2,7
Diabetes Mellitus 15,8
Enfermedad renal créonica 41
Hipertension 24,7
Dislipidemia 18,5
Neoplasia activa 27
COVID-19 previo 9,6
Vacunacion (= 2 dosis) 81,5
0,00 22,50 45,00 67,50 90,00

Figura 28. Porcentaje de antecedentes en la poblacion global.

Al analizar la presencia de anticuerpos contra el SARS-COV-2 en estos pacientes, se
observé que 122 (83,60%) de ellos dieron positivo para IgG contra la proteina S1 con una
mediana de 4203,80 AU/mL (RIC: 13252,90), mientras que unicamente 19 pacientes (13%)
testaron positivo para anticuerpos contra la proteina N siendo la mediana de estos de 0,05
AU/mL (0,32) (Tabla 18).

Finalmente, de los 146 pacientes que llegaron a Urgencias, 58 de ellos (39,70%)
precisaron de hospitalizacion al menos dos dias y 16 (11%) fallecieron durante su estancia
hospitalaria (Tabla 18).

5.2.2. Construccion de tres categorias de pacientes

Con el objetivo de identificar aquellos pacientes con mayor riesgo de hospitalizacion,
analizamos la capacidad de diferentes variables para identificar aquellos pacientes que

permanecian al menos 2 dias en el hospital.
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Para ello, en un primer analisis testamos la capacidad de los niveles de anticuerpos IgG
contra la proteina N y contra la proteina S1 para detectar a los pacientes que precisaban de
hospitalizacién tras su paso por Urgencias.

En la Figura 29 se observa que los anticuerpos contra la proteina N no presentaron

valores significativos para detectar a estos pacientes con una ABC 0,58 [IC 95% 0,48-0,67] (p
=0, 119).

Niveles de anticuerpos IgG contra N del SARS-CoV-2 (AU/mL)

1.0

0.8

Sensibilidad
o
()]

©
~

0.2

0.0 T T v - v
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

ABC |  [IC95%] p

0,58 | [0,48-0,67] |0,119

Figura 29. Area bajo la curva (ABC) se utiliza para evaluar la precisién de los
niveles de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 N en plasma para predecir la
ausencia de hospitalizacion tras el ingreso en Urgencias.

Abreviaturas: AU, unidades arbitrarias.

Por el contrario, los anticuerpos contra la proteina S1 del SARS-CoV-2 mostraron un ABC
significativa de 0,65 [IC 95% 0,56-0,74] (p = 0,002) para detectar a estos pacientes que
precisaban de hospitalizacion (Figura 30). Ademas, se calculé el punto de corte optimo (OOP)
de la ABC para el diagnéstico diferencial entre pacientes que hospitalizaban y los que no lo
hacian, siendo este 2821 AU/mL (67% sensibilidad; 58% especificidad) (Figura 30).
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Posteriormente, mediante un modelo de regresion logistica binario univariante analizamos
como la presencia de un positivo en un test rapido de antigeno N del virus en el plasma y los
valores por debajo de 2821 AU/mL de los anticuerpos contra la proteina S1 se relacionaba de
manera individual con el riesgo de hospitalizacion en esta cohorte. Se observo que presentar
un positivo en la prueba rapida de antigeno N en plasma se asociaba de manera
estadisticamente significativa con el riesgo de hospitalizacién. Lo mismo ocurria con la
presencia de titulos de anticuerpos por debajo de < 2821 AU/mL. Este modelo de regresion

se muestra en la Tabla 19.

Niveles de anticuerpos IgG contra S1 del SARS-CoV-2 (AU/mL)

1.0

0.8
T 06
©
=
g
]
c
@
0 04
0.2 OOP | Sensibilidad | Especificidad
2821 0,67 0,58
0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidad

ABC | [IC95%] p

0,65 | [0,56-0,74] |0,002

Figura 30. E/ area bajo la curva (ABC) se utiliza para evaluar la precision de los
niveles de anticuerpos IgG anti-SARS-CoV-2 S1 en plasma para predecir la
ausencia de hospitalizacion tras el ingreso en Urgencias.

Abreviaturas: AU, unidades arbitrarias; OOP, punto de corte 6ptimo de la ABC.

Ademas, en este modelo se testaron también antecedentes personales y datos clinicos al
reclutamiento de los pacientes (Tabla 19). Los datos mostraron que el aumento en la edad

de los pacientes incrementaba el riesgo de ingreso en el hospital 1,06 veces (p < 0,001). El
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sexo masculino tiene 2,35 veces mas probabilidad de hospitalizacion que el sexo femenino (p
= 0,012). Ademas, las personas institucionalizadas en residencias presentaban una
probabilidad 5,54 veces mayor de hospitalizar. EIl aumento de cada punto en el indice de
comorbilidades de Charlson incrementaba 2,55 veces la probabilidad de ingreso. También, el
aumento en cada punto del NEWS calculado a la llegada al hospital también aumentaba el
riesgo de hospitalizacion (OR [IC 95%], p: 1,65, [1,40 - 1,95], p < 0,001) (Tabla 19). Por ultimo,
el resto de las variables mostradas en la Tabla 19, no tuvieron una influencia significativa en

el riesgo de hospitalizacién.

OR [IC 95%] p-valor

Edad (afios) 1,06 [1,04-1,09] <0,001
Sexo (masculino) 2,35 [1,19-4,62] 0,013
Institucionalizado en residencia 554 [1,69-18,17] 0,005
indice de Comorbilidad de Charlson* 255 [1,77-3,68] <0,001
COVID-19 previo 0,97 [0,32-2,95] n.s.
Vacunacion (= 2 dosis) 0,45 [0,19-1,04] n.s.
NEWS 1,65 [1,40-1,95] <0,001
Escala de Glasgow 0,54 [0,19-1,51] n.s.
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) 0,96 [0,81-1,14] n.s.

Test rapido de antigeno N (+) en plasma | 7,91 [3,23-19,36] <0,001
Anti-SARS-CoV-2 S1 IgG (< 2821 AU/mL) | 2,15 [1,10-4,23] 0,026

Tabla 19. Andlisis de regresion logistica multivariables para predecir la
hospitalizacion durante dos o mas dias.

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.

*Indice de Comorbilidad de Charlson sin edad.

En un segundo paso, se realiz6 un modelo multivariante que demostré que presentar
niveles de IgG anti-S1 por debajo de 2821 AU/mL o antigeno N en plasma aumentaban la
probabilidad de hospitalizacion de manera significativa en los pacientes con COVID-19 que
llegaban a las Urgencias hospitalarias de manera independiente a las variables de ajuste

incluidas en el analisis (Tabla 20).

Las variables de ajuste seleccionadas para este analisis multivariante fueron: [Edad],
[Sexo], [Paciente Institucionalizado], [indice de Charlson sin edad], [Vacunacién con al menos
2 dosis], [NEWS] y [Anticuerpos contra la proteina N del SARS-CoV-2]. Asi pues, el hecho de
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tener niveles bajos de anti-SARS-CoV-2 S1 al ingreso en Urgencias multiplica por tres la

probabilidad de hospitalizacion de manera significativa en estos pacientes. Por su parte,

presentar test de antigeno N positivo en plasma también multiplica por cuatro la probabilidad

de hospitalizacion (Tabla 20).

Ademas, se observo como la edad y el NEWS aumentan la probabilidad de hospitalizacion

en ambos modelos, pero en menor medida que las dos variables principales ([Anti-SARS-
CoV-2 S11gG (< 2821 AU/mL)] y [Test rapido de antigeno N (+) en plasmal]) (Tabla 20).

OR
Edad (afios) 1,03
Sexo (masculino) 1,31
Institucionalizado en residencia 0,63
indice de Comorbilidad de Charlson* 1,50
Vacunacion (2 2 dosis) 0,76
NEWS 1,41
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) 0,90

Test rapido de antigeno N (+) en plasma | 4,19
Anti-SARS-CoV-2 S1 IgG (< 2821 AU/mL)

[IC 95%]
[1,01-1,06]
[0,48-3,52]
[0,10-3,92]
[0,94-2,39]
[0,19-3,00]
[1,17-1,70]
[0,70-1,17]
[1,19-14,72]

p-valor
0,014
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
< 0,001
n.s.
0,025

OR
1,05
1,33
0,75
1,85
0,68
1,36
0,90

3,70

[IC 95%] p-valor
[1,02-1,08] 0,002
[0,49-3,61] n.s.
[0,12-4,54] n.s.
[1,10-3,12] 0,021
[0,19-2,47] n.s.
[1,13-1,64] <0,001
[0,69-1,18] n.s.

[1,18-11,58] 0,025

Tabla 20. Analisis de regresion logistica multivariables para predecir la hospitalizacion durante dos o mas

dias.

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.

*Indice de Comorbilidad de Charlson sin edad.

En base a estos resultados, se decidid construir tres variables categoricas dependiendo

de la presencia o ausencia de antigeno N y del nivel de anticuerpos:

1) Grupo de pacientes con antigeno N negativo y con titulos de anticuerpos mayor o igual
a 2821 AU/mL, denominado como: [N-Ag (-) y Anti-S1 alto].
2) Grupo de pacientes con antigeno N positivo o titulos de anticuerpos menor de 2821
AU/mL, denominado como: [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo].

3) Grupo de pacientes con ambos marcadores, antigeno N positivo y titulos de

anticuerpos menor de 2821 AU/mL, denominado como: [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo].
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5.2.3. Analisis descriptivo por grupo de pacientes

De los 146 pacientes incluidos en el estudio con infeccion por SARS-CoV-2, 71 (48%)
pertenecian a [N-Ag (-) y Anti-S1 alto], 52 pacientes (36%) pertenecian a [N-Ag (+) o Anti-S1
bajo], y 23 (16%) a [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] (Figura 31).

En las Tablas 21 y 22 se muestran los resultados descriptivos de la poblacién estudiada

respecto a las variables demograficas, clinicas y analiticas.

[N-Ag (-) y Anti-S1 alto]
[N-Ag (+) o Anti-S1 bajo]
[N-Ag (+) y Anti-S1 bajo]

Figura 31. Porcentaje de los pacientes por grupos.

En la Tabla 21 se puede observar que los tres grupos de pacientes eran similares en
cuanto a edad y sexo. La mediana de la edad fue mayor en el grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo],
73 afos. La distribuciéon por sexo también fue similar sin presentar diferencias significativas
entre los grupos, aunque el porcentaje de pacientes del sexo masculino aumentaba desde el
grupo [N-Ag (-) y Anti-S1 alto] (41%) hasta el grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] en el que alcanza
un 61%.
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71(48,60) 52(35,60) 23(15,80)

Edad (afios) [mediana

(RIC)] 56 (36,00) 51 (35,00) 73 (25,00) n.s. n.s. n.s.
Sexo (masculino) [n (%)] 29 (40,80) 27 (51,90) 14 (60,90) n.s. n.s. n.s.
Paciente
institucionalizado 11 (15,50) 2(3,80) 3(13,0) 0,038 n.s. n.s.
Infarto de miocardio 1 (1,40) 1(1,90) 0 (0,00) n.s. n.s. n.s.
Insuficiencia cardiaca 10 (14,10) 9(17,3) 3 (13,00) n.s. n.s. n.s.
Enfermedad arterial o 2 o)) 3(580) 2(870)  ns. n.s. n.s.
periférica
Enfermedad 7 2 50)  3(580) 2(870)  ns. n.s. n.s.
cerebrovascular
Demencia 11 (15,50) 5(9,60) 2 (8,70) n.s. n.s. n.s.
Enfermedad pulmonar 5 4 35y 11(2120) 8(3480)  n.s. n.s. n.s.
crénica
EPOC 3 (4,20) 4 (7,70) 3 (13,00) n.s. n.s. n.s.
Enfermedad hepatica g5y 0(000) 2(870)  ns. ns. 0,031
crénica
Diabetes Mellitus 11 (15,50) 7 (13,50) 5(21,70) n.s. n.s. n.s.
Enfermedad renal crénica 5 (7,00) 0 (0,00) 1 (4,30) n.s. n.s. n.s.
Hipertension 18 (25,40) 9(17,30) 9 (39,1) n.s. n.s. 0,041
Dislipidemia 17 (23,90) 5(9,60) 5(21,70) 0,041 n.s. n.s.
Neoplasia activa 0 (0,00) 0 (0,00) 4 (17,40) n.s. <0,001 0,002
COVID-19 previo 11 (15,50) 2(3,80) 3 (4,00) 0,038 n.s. n.s.

Vacunacién (= 2 dosis) 67 (94,40) 41 (78,80) 11 (47,80) 0,009 <0,001 0,007

Tabla 21. Analisis descriptivo de las variables clinicas y analiticas de los pacientes ingresados en
Urgencias. Comparativa entre las tres categorias de pacientes.

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, p-valor, nivel de significacion; EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica; COVID-19, enfermedad por coronavirus-2019; Anti-S1 bajo significa < 2821 AU/mL; anti-S1 alto significa
> 2821 AU/ml.
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Amanda de la Fuente Vizquez RESULTADOS

Entre los antecedentes personales de los pacientes, la presencia de hepatopatia cronica
e hipertension fue significativamente mas frecuente en el grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] en
comparacion con los pacientes que pertenecian al grupo [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo]. Ademas,
la prevalencia de neoplasia activa fue mas alta en el grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo],

concentrandose todos los pacientes que la padecian en este ultimo (Tabla 21).

En cuanto a los antecedentes en relacion con el SARS-COV-2, la mayoria de los pacientes
que habia padecido COVID-19 previamente se concentraban en el grupo [N-Ag (-) y Anti-S1
alto] (15,5% en este grupo vs. 3,80% y 4% en [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo] y [N-Ag (+) y Anti-S1
bajo], respectivamente). Ademas, los pacientes del grupo [N-Ag (-) y Anti-S1 alto] habian
recibido con mayor frecuencia al menos dos dosis de la vacuna contra el SARS-CoV-2
(94,40%). Por el contrario, menos de la mitad de los pacientes del grupo [N-Ag (+) y Anti-S1
bajo] habian recibido al menos dos dosis de la vacuna, observandose diferencias significativas
entre los tres grupos (Tabla 21).

Como se muestra en la Figura 32, el 61% de los pacientes del grupo [N-Ag (+) y Anti-S1
bajo] presentaban infiltrados pulmonares bilaterales, en contraste con el 23% de los pacientes
del grupo [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo] y el 10% de los pacientes del grupo [N-Ag (-) y Anti-S1
alto].

@ b < 0.001 b < 0.001
p = 0.045 p = 0.002 p < 0.001
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Figura 32. Frecuencia de infiltrados bilaterales en la radiografia de térax (A) y hospitalizaciéon (B) en
funcién de la presencia/ausencia de una prueba rapida de antigeno N positiva y/o niveles altos o bajos
de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1.
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Los pacientes del grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] mostraron puntuaciones en las escalas
de gravedad como el NEWS e indice de Charlson significativamente mas altas que los

pacientes de los otros dos grupos a su llegada a Urgencias (Tabla 22).

Con relacion al tiempo de estancia hospitalaria, los pacientes de la categoria [N-Ag (+)
y Anti-S1 bajo] tuvieron una estancia significativamente mas larga (7 dias; RIC: 9 dias) que
las otras dos categorias (0 dias; RIC: 3,50 dias; p < 0,001; en ambos casos). Ademas, los
pacientes del grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] precisaron de oxigenoterapia mas
frecuentemente (60,90% vs. 32,70%, p = 0,022; 60,90% vs. 19,70%, p < 0,001) (Tabla 22).

A su vez, la gran mayoria de los pacientes del grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo]
necesitaron hospitalizacion (87%), mientras que solo el 35% y el 28% la necesitaron en los
grupos [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo] y [N-Ag (-) y Anti-S1 alto] respectivamente (Tabla 22 y Figura
32). Del mismo modo, los pacientes del grupo [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] mostraron la mayor
mortalidad (30%) (Tabla 22 y Figura 33).

En relacion con las variables analiticas de los pacientes a su llegada a Urgencias, no
destacaban diferencias significativas entre los grupos. Por otro lado, si existian diferencias
significativas en el titulo de anticuerpos contra la proteina N del SARS-CoV-2 entre el grupo
[N-Ag (-) y Anti-S1 alto] y los otros dos (Tabla 22).

p = 0.003

p =0.010
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Figura 33. Frecuencia de la mortalidad en funciéon de la
presencia/ausencia de una prueba rapida de antigeno N positiva y/o
niveles altos o bajos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1.
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M1 52(3560) 23 (15,80)

(48,60)
indice de Comorbilidad de Charlson* 2(6.00 0(1.00 1(2.00 0.045 0.013
[mediana Ric)] 2 (6:00) (1,00) (2,00) n.s. ’ ’
Escala de Glasgow [mediana (RIC)] 15 (0,00) 15 (0,00) 15 (0,00) n.s. n.s. n.s.
NEWS [mediana (RIC)] 2 (3,00) 2,50 (6,00) 5 (6,00) n.s. <0,001 0,022
Estancia hospitalaria de = 2 dias 20 18 (3460 20 (87.00 <0001 <0.001
(%) (28.20) (34.60) (87000 ns. <0, =0,
Estancia hospital [mediana RIC)] 0 (2,00) 0 (3,50) 7 (9,00) n.s. <0,001 <0,001
Mortalidad hospitalaria [n (%)] 5 (7,00) 4 (7,70) 7 (30,40) n.s. 0,003 0,010

Temperatura (°C) 35,90

[mediana (RIC)] (0,90) 36,00 (1,00) 35,70 (1,50) n.s. n.s. n.s.
Presion arterial media (mmHg) 91 88,50 82,50
[mediana (RIC)]  (20,00) (20,00) (28,00) n-s n-s. n-s
Frecuencia respiratoria 15,00
(respiraciones por min) [mediana (RIC)] (1,00) 15,00 (7,00) 15,00 (8,00) n-s. n-s. n-s.
Frecuencia cardiaca 88,00 85,00 88,00
(latidos por min) [mediana (RIC)]  (23,00) (29,00) (22,00) n.s n.s. n.s
SpO2/FIO2ratio 466,67 464,28 457,14
[mediana (RIC)]  (23,81) (27,38) (54,76) n.s. n.s. n-s.

Necesidad de oxigenoterapia 14
[n (%) (19,70)
Infiltrados pulmonares bilaterales
[n (%)]
Test rapido de antigeno N (+)
[n (%)]
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) 0,10
[mediana (RIC)] (0,82)

17 (32,70) 14 (60,90) ns.  <0,001 0,022
7(9,90)  12(23,10) 14 (60,90) 0,045 <0,001 0,002
0(0,00)  10(19,6)  23(100,00) <0,001 <0,001 <0,001

0,03(0,13) 0,04 (0,16) 0,013 0,026 n.s.

Anti-SARS-CoV-2 S1 IgG (AU/mL)  14638,00 44, 5, 170
[mediana (RIC)] (19%;4’3 (2622,80) (375,10) ~ <0.001 <0001 0,031

<2821 AU/mL Anti-SARS-CoV-2 S1 1gG
[n (%)]

Tabla 22. Continuacioén del andlisis descriptivo de las variables clinicas y analiticas de los pacientes
ingresados en Urgencias. Comparativa entre las tres categorias de pacientes.

Abreviaturas: n.s., no significativo; .p-valor, nivel de significacion; NEWS, “National Early Warning Score”; SpO2/FI102,
saturacion de oxigeno/fraccion de oxigeno inspirado. Anti-S1 bajo significa < 2821 AU/mL; anti-S1 alto significa = 2821
AU/MI. *Indice de Comorbilidad de Charlson sin edad.

0(0,00)  41(78,8)  23(100,00) <0,001 <0,001 0,017
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5.2.4. Asociaciéon de los grupos de pacientes con el riesgo de

hospitalizacion

Teniendo como objetivo conocer la influencia de la presencia simultanea de una prueba

positiva de antigeno N y bajos niveles de anticuerpos en el riesgo de hospitalizacién, se realizé

un modelo de regresion logistica multivariante. Las variables seleccionadas como ajuste del

modelo fueron [Edad], [Sexo], [Paciente Institucionalizado], [indice de Charlson sin edad],

[Vacunacion don al menos 2 dosis], [NEWS] y [Anticuerpos contra la proteina N del SARS-

CoV-2] (Tabla 23)

Edad (afios)
Sexo (masculino)
Institucionalizado en residencia

indice de Comorbilidad de
Charlson*

Vacunacion (2 2 dosis)

NEWS

Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL)
Combinacion del test rapido de

antigeno N en plasma con las
IgG anti-SARS CoV-2 S1

N-Ag (-) y Anti-S1 alto | 1(Ref)
N-Ag (+) o Anti-S1 bajo
N-Ag (+) y Anti-S1 bajo | 17,00

OR

1,06
2,35
5,54

2,55

0,45
1,65
0,96

1,35

[IC 95%)]

[1,04-1,09]
[1,19-4,62]
[1,69-18,17]

[1,77-3,68]

[0,19-1,04]
[1,40-1,95]
[0,81-1,14]

[0,62-2,92]
[4,55-63,58]

p-valor
<0,001
0,013
0,005

<0,001

0,062
<0,001
0,646

0,445
<0,001

OR
1,04
1,03
0,51

1,67

1,18
1,41
0,92

1(Ref)
1,66
18,21

[IC 95%]

[1,01-1,07]
[0,35-3,00]
[0,08-3,25]

[0,99-2,81]

[0,25-5,59]
[1,16-1,72]
[0,70-1,21]

[0,49-5,68]
[2,74-121,18]

p-valor
0,007
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.
< 0,001
n.s.

n.s.
0,003

Tabla 23. Analisis de regresion logistica univariante y multivariante para predecir la hospitalizacion

durante dos o mas dias.

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.
Notas: Anti-S1 bajo significa < 2821 AU/mL; Anti-S1 alto significa = 2821 AU/mL. *indice de comorbilidad de

Charlson sin edad.

Los datos obtenidos en el analisis de regresién multivariante revelaron que los pacientes

que acudian a Urgencias con una prueba rapida de antigeno N positiva en plasma y niveles
de anticuerpos IgG contra la proteina S1 del SARS-CoV-2 por debajo de 2821 AU/mL
presentaban un mayor riesgo de hospitalizacion, de manera independiente a las variables de
ajuste (OR [IC 95%]; p-valor: 18,21 [2,74-121,18]; 0,003). Por el contrario, presentar

unicamente N-antigenemia, o niveles bajos de anticuerpos no se asociaba de manera

significativa con el riesgo de hospitalizacion (Tabla 23).
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También se observd como el aumento en el NEWS y la edad se asociaba con el riesgo de

hospitalizacién, pero con una odds ratio menor que las nombradas anteriormente (Tabla 23).

5.2.5. Asociacién de los grupos de pacientes con la presencia de

infiltrados bilaterales

Ademas, estudiamos si la presencia simultdnea de una prueba positiva de antigeno N y
bajos niveles de anticuerpos se asociaban también con la presencia de infiltrados bilaterales
en las pruebas de rayos X. Para ello realizamos un andlisis de regresion logistica binaria
multivariante secundario, donde las variables de ajuste fueron [Edad], [indice de Charlson sin
edad], [Vacunacion don al menos 2 dosis] y [NEWS] (Tabla 24).

OR [IC95%] p-valor| OR [IC95%] p-valor

Edad (afos) 1,03 [1,01-1,06] <0,001 | 1,01 [0,98-1,04] n.s.
indice de Comorbilidad de Charlson* 1,38 [1,06-1,80] 0,015 0,71 [0,43-1,11] n.s.
Vacunacion (= 2 dosis) 0,21 [0,09-0,53] <0,001 0,56 [0,14-2,27] n.s.
NEWS 1,53 [1,33-1,79] <0,001 | 1,61 [1,31-2,06] <0,001

Combinacion del test rapido de
antigeno N en plasma con las IgG
anti-SARS CoV-2 S1

N-Ag (-) y Anti-S1 alto | 1(Ref) 1(Ref)
N-Ag (+) o Anti-S1 bajo| 2,74 [1,02-7,92] 0,051 2,00 [0,58-7,30] n.s.
N-Ag (+) y Anti-S1 bajo| 14,22 [4,72-47,53] <0,001 | 9,31 [2,13-46,22] 0,004

Tabla 24. Analisis de regresion logistica univariante y multivariante para predecir presencia de infiltrados
bilaterales.

Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.

Anti-S1 bajo significa < 2821 AU/mL; Anti-S1 alto significa = 2821 AU/mL. *indice de comorbilidad de Charlson sin
edad.

El analisis de regresion logistica multivariante mostré que en aquellos pacientes con un
test de antigeno N positivo y bajos niveles de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1 presentaban
una probabilidad de presentar infiltrados pulmonares bilaterales nueve veces mayor que
aquellos que tenian un test de antigenos negativo y altos titulos de anticuerpos (OR [IC 95%];
p-valor: 19,31 [2,23 - 46,22]; 0,004). Ademas, al igual que ocurria en el riesgo de

hospitalizacién, la presencia de una prueba de antigeno positiva en plasma o los niveles por
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debajo de 2821UA/mL no se encontraba asociado con la presencia de infilirados bilaterales
(Tabla 24).

Por otro lado, el aumento en el NEWS calculado a la llegada de las Urgencias hospitalarias
aumentaba la probabilidad de presentar infiltrados bilaterales, pero con una odds ratio menor

a las variables de los grupos (Tabla 24).

5.2.6. Analisis de supervivencia a 28 dias desde la admision en las

Urgencias hospitalarias.

Con el objetivo de evaluar la asociacion entre la presencia simultanea del positivo de
antigeno N y los niveles bajos de anticuerpos con mortalidad hospitalaria a 28 dias, se realizo

un analisis de supervivencia.

En el analisis de regresion de Cox se incluyeron variables demograficas, antecedentes
personales y datos clinicos al reclutamiento de los pacientes en un modelo univariante, y se
seleccionaron aquellas con un p < 0,1 como variables de ajuste para el modelo multivariante
([Edad], [Paciente Institucionalizado], [indice de Charlson sin edad], [Vacunacién don al
menos 2 dosis], [NEWS], [Escala de Glasgow] y [Anticuerpos contra la proteina N del SARS-
CoV-2) (Tabla 25).

Los datos del analisis multivariante demostraron que aquellos pacientes que presentaban
una prueba positiva de antigeno N en plasma y los niveles de anticuerpos por debajo de 2821
AU/mL a la llegada a Urgencias mostraban un mayor riesgo de mortalidad a 28 dias que
aquellos pacientes que no presentaban ninguna de estas dos condiciones (HR [95%]; p: 7,51
[2,62-34,76]; 0,010). Por otro lado, no se observo diferencias significativas entre los pacientes
que solo presentaron una de las dos condiciones con aquellos que no tenian ninguna de las

dos condiciones (Tabla 25).

Ademas, en la Tabla 25 se observa que también eran factores independientes asociados
a la mortalidad a 28 dias: la edad que, por cada afilo mas anciano, el riesgo de mortalidad a
los 28 dias incrementaba 1,06 veces (p = 0,038); el NEWS, que cada punto en la escala
aumentaba el riesgo de mortalidad 1,42 veces (p = 0,003); y el nivel de anticuerpos contra la
proteina N del SARS-COV-2 que, al aumentar, incrementaba 1,42 veces la probabilidad de
morir (p <0,001).
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HR [IC95%] p-valor| HR [IC 95%] p-valor

Edad (afos) 1,06 [1,03-1,10] <0,001 | 1,06 [1,01-1,11] 0,038
Institucionalizado en residencia 586 [2,12-16,16] <0,001 | 1,08 [0,24-4,97] n.s.
indice de Comorbilidad de Charlson* 1,64 [1,29-2,09] <0,001 | 1,12 [0,79-1,60] n.s.
NEWS 1,55 [1,31-1,83] <0,001 | 1,42 [1,12-1,79] 0,003
Escala de Glasgow 0,68 [0,57-0,81] <0,001 | 0,76 [0,60-0,98] 0,031
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) 1,21 [1,05-1,40] 0,009 | 142 [1,19-1,71] <0,001

Combinacion del test rapido de
antigeno N en plasma con las IgG
anti-SARS CoV-2 S1

N-Ag (-) y Anti-S1 alto | 1(Ref) 1(Ref)
N-Ag (+) o Anti-S1 bajo| 1,09 [0,29-4,06] 0,897 1,56 [0,35-7,01] n.s.
N-Ag (+) y Anti-S1 bajo| 4,70 [1,49-14,82] 0,008 7,51 [1,62-34,76] 0,010
Tabla 25. Analisis de regresion de COX univariante y multivariante para predecir mortalidad hospitalaria
a 28 dias.
Abreviaturas: n.s., no significativo; p-valor, nivel de significacion.

Nota: Anti-S1 bajo significa < 2821 AU/mL; Anti-S1 alto significa = 2821 AU/mL.
*Indice de comorbilidad de Charlson sin edad. HR: Hazard ratio

Por otro lado, la reduccion en la puntuacion de la escala de Glasgow de alteracion en el
nivel de conciencia a la llegada a las Urgencias hospitalarias aumentaba la probabilidad de
mortalidad a 28 dias de los pacientes infectados por SARS-CoV-2 (HR [95%)], p: 0,76 [0,60-
0,98]; p = 0,031) (Tabla 25).

La Figura 34 representa la probabilidad de supervivencia de los pacientes diagnosticados

de SARS-CoV-2 a los 28 dias en funcion de los 3 grupos de pacientes.

El tiempo medio de supervivencia para los pacientes que a la llegada a Urgencias
presentaron antigeno N en plasma y bajos titulos de anticuerpos contra el SARS-CoV-1 fue
de 23,01 dias frente a los 26,5 dias de media que sobrevivieron los otros dos grupos de
pacientes. Los pacientes con la presencia de las dos condiciones tuvieron una disminucién

significativa del tiempo medio de supervivencia de 3 dias (p = 0,004) (Figura 34 y Tabla 26).
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-+ N-Ag (-) y Anti-S1 alto—+ N-Ag (+) o Anti-S1 bajo +— N-Ag (+) y Anti-S1 bajo

" _:Ebt%;
L .

0.91

0.8

0.7 1

0.6 p = 0.004

0.51

0 7 14 21 28
Dias desde la atencién en urgencias
N° de sujetos en riesgo (n° de eventos)

N-Ag (-) y Anti-S1 alto 71 (0) 69 (3) 66 (5) 66 (5) 66 (5)
N-Ag (+) 0 Anti-S1 bajo 52 (0) 50 (2) 49 (3) 48 (4) 48 (4)
N-Ag (+) y Anti-S1 bajo 23 (0) 21 (3) 19 (4) 19 (4) 17 (7)

Figura 34. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier segtn la presencia/ausencia de una prueba

rapida de antigeno N positiva y/o niveles altos o bajos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1.

N-Ag (-) y Anti-S1 alto| 26,51 0,65 [25,22-27,79]
N-Ag (+) o Anti-S1 bajo| 26,56 0,72 [25,13-27,98] 0,004
N-Ag (+) y Anti-S1 bajo| 23,01 1,91  [19,95-27,44]

Tabla 26. Datos del Analisis Kaplan Meier para la disminucién de dias de supervivencia
segun la presencia/ausencia de una prueba rapida de antigeno N positiva y/o niveles altos o

bajos de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 S1
Abreviaturas: p-valor, nivel de significacion.
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Amanda de la Fuente Vizquez DISCUSION

Las enfermedades infecciosas son una de las mayores causas de mortalidad en el mundo.
Desde hace varios afos las investigaciones en torno a la identificacion de biomarcadores que
pudieran implementarse en la practica clinica no han tenido los resultados esperados, ya que
no se ha encontrado hasta la fecha ningun biomarcador ideal para el diagndstico o prondstico
de estas enfermedades. Esto se debe a la complejidad y heterogeneidad de cada una de las

infecciones, que provocan multiples alteraciones en el organismo hospedador.

Los resultados que se presentan en este trabajo muestran como la utilizacion combinada
de marcadores puede ser una ayuda de diagnostico precoz y pronostico, ayudando asi a
identificar con la suficiente precocidad a los pacientes con infeccién que no van a tener una
buena evolucién, estratificando su gravedad y pudiendo implementar las medidas terapéuticas

pertinentes lo antes posible.

6.1. COMBINACION DE BIOMARCADORES EN EL
CONTINUO DESDE LA INFECCION A LA SEPSIS

6.1.1. Importancia de la evaluacion del fallo de 6rgano en el continuo

de la infeccion a la Sepsis

El continuo que existe desde una infeccion localizada hasta la sepsis, y al shock séptico,
es un proceso dinamico que va desde una respuesta inmune localizada en el foco de la
infeccion hasta una respuesta sistémica descontrolada y exacerbada que puede derivar en
disfuncion de 6rgano y muerte. Identificar el fallo de érgano en las primeras etapas de la
infeccion es importante para intervenir de manera precoz y reducir la evolucion de sepsis y
con ello la mortalidad asociada a esta patologia. Sin embargo, la variabilidad de este proceso
junto con las diferentes manifestaciones clinicas que se dan dificulta el manejo de este tipo

de paciente.

Ademas, el fallo de érgano se convirtié desde 2016 en un evento definitorio de la sepsis,
producido en consecuencia de una respuesta desregulada del huésped a la infeccion. La
identificacion de la presencia de fallo de 6rgano de una cierta gravedad es mandatorio para
diferenciar la sepsis de una infeccion. Por ello el desafio hoy en dia es la identificaciéon precoz
de aquellos pacientes que se encuentran en ese proceso de transicion desde una infeccion
leve a sepsis, donde a pesar de no presentar todavia signos de disfuncién organica o los

cuales son muy sutiles, tienen un gran riesgo de una evolucion desfavorable. Este estadio de
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la evolucion fue denominado por Bermejo-Martin y cols. como “Pre-sepsis”®®. Esta “Pre-
sepsis” podria ser identificada ya que como se observo en una revision realizada por Flannery
y cols., en torno al 32,7% de los pacientes con sepsis habian acudido al sistema sanitario
durante la semana previa a su hospitalizacion por sepsis, observandose como esas visitas
eran mas frecuentes a medida que se acercaban al dia del ingreso. En este estudio, en el
43% de los encuentros prehospitalarios, el clinico no sospecho la presencia de una infeccion.
Ademas, fue en estos pacientes donde se observé una mayor mortalidad en su posterior

hospitalizacion por sepsis'®.

Tradicionalmente esta evaluacion del fallo de érgano se realiza con parametros clinicos
como la escala SOFA. El valor de referencia de la escala SOFA es de 0 puntos para aquellos
pacientes que no presentaban ningun fallo de 6rgano preexistente. Un aumento de dos puntos
o mas es el evento definitorio de sepsis y se ha asociado con una mortalidad hospitalaria del
10%3%°. Sin embargo, su aplicacion puede ser limitada en ciertos entornos como paises de
bajos o medios ingresos e incluso en ciertos servicios sanitarios como son los SUHs o los
servicios de atencion primaria, debido a la complejidad de calcular alguno de sus
componentes por la falta de acceso inmediato a ciertas variables clinicas y analiticas.
Ademas, Aublanc y Richard también han planteado las limitaciones de la escala SOFA para
evaluar e identificar la respuesta desregulada a la infeccion que es el punto clave de la

definicion de sepsis®.

En este sentido, los biomarcadores han surgido como herramientas clave en la infeccion
para el manejo de estos pacientes. En la practica clinica diaria existen algunos biomarcadores
clasicos como la procalcitonina y la proteina C reactiva. Sin embargo, en la literatura hay
multiples investigaciones en torno a los marcadores en la infeccion y la sepsis enfocadas la
mayoria en el diagnostico de la sepsis o de shock séptico, prediccion de complicaciones o de
mortalidad en estos pacientes®®*. Por ello es necesario evaluar biomarcadores que nos
ayuden a estratificar el fallo de érgano de una manera objetiva que pueden medirse en todos

los servicios hospitalarios y que nos ayuden a adelantarnos a la presencia de sepsis.

Ademas, la evaluacion de fallo de 6rgano no solo tiene implicaciones diagnésticas o de
estratificacion de la gravedad, sino que también es un pilar para la implementacion de
intervenciones terapéuticas oportunas y puede ayudar a optimizar los recursos disponibles

priorizando a aquellos pacientes con mas probabilidad de progresar a sepsis 0 shock séptico.
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Todo esto apoya la idea de mejorar los resultados de la sepsis a través de una
identificacion, triaje y tratamientos mas tempranos y evidencia la necesidad de contar con
herramientas que proporcionen informacion rapida, fiable y objetiva sobre el paciente teniendo
en cuenta que la evolucién de la infeccidon a la sepsis es un continuo dinamico que requiere

de monitorizacién constante y de una herramienta que se adapte a sus variaciones.

6.1.2. Descripcion de la poblacién a estudio

En este estudio retrospectivo multicéntrico realizado con pacientes quirurgicos, el 77,7%
de los mismos presentaban una infeccion. El resto, eran pacientes postoperatorios que
presentaban cierto grado de inflamacion a consecuencia de la cirugia. Un planteamiento
similar presentaba Almansa y cols. donde diferenciaba los pacientes infectados con sepsis
(65,6%) de los pacientes postoperatorios®'. La comparacion de este estudio con otras
cohortes es complicada ya que es pionero al estudiar el continuo que va desde una infeccién

leve hasta el shock séptico.

El 61,6% de los pacientes con infeccion, presentaban una infeccion leve, el 25,6%
presentaban sepsis mientras que el 22,8% un shock séptico en el momento del reclutamiento.
En el caso de Almansa, el 100% de los pacientes infectados presentaban una sepsis y el
61,39% un shock séptico. Esto se refleja en la escala SOFA que tenia una mediana de 1,
siendo esta mediana de 7 en la cohorte de infectados de Almansa y cols. En comparacion el
estudio de Andrés y cols. presentaba una cohorte con un 17,4 % de los pacientes con una
infeccion leve, 44,1 % con una sepsis y el 38,5 % con shock séptico. Esto se reflejaba en un
SOFA sustancialmente elevado de mediana de 6. La presencia de una infeccion leve era
menos predominante que en nuestro estudio. Por el contrario, el grupo de pacientes
quirurgicos, el cual hemos denominado nIDS, presentaron la misma mediana de SOFA en el

estudio de Almansa y cols. y el nuestro.

La edad media de la cohorte en general es de 63 afios siendo la misma para el grupo
infectado. Sin embargo, en los otros estudios mencionados anteriormente mostraban edades
algo mas elevadas, siendo esta de mediana de 67 y 72 en los estudios de Andrés y cols. y
Almansa y cols. respectivamente, en los pacientes con infeccion. Ademas, mas de la mitad
de la cohorte general y de los grupos individuales eran hombres, concretamente un 68,5% en
general y 68,2% en el grupo de infeccion. En los estudios previos en la literatura el sexo

masculino predominaba en pacientes infectados?%3"".

155



Las comorbilidades tienen un papel importante en la infeccién ya que predisponen al
paciente a presentar una sepsis y tienen un papel relevante en la gravedad de la misma. Las
comorbilidades mas frecuentes en el grupo IDS fueron hipertension (36,5%), dislipidemia
(27,5%), enfermedad cardiaca cronica (23%) y la diabetes mellitus (16,3%), presentando
unicamente diferencias significativas con los pacientes nIDS la enfermedad cardiaca cronica.
Estos resultados son similares a otras cohortes donde estas comorbilidades son las que mas

se asocian a los pacientes con infeccion y sepsis?*®3"",

El tipo de foco es importante para la evolucion en los pacientes con infeccion. En esta
cohorte el foco predominante era el abdominal con el 85,6%, siendo mayoritario en la cohorte
de Almansa y cols. y Andrés y cols.?**%"!. Sin embargo, en la literatura se ha descrito el foco
de infeccion respiratoria como el mas frecuente entre los pacientes sépticos. Esto es debido
al sesgo de pacientes debido a los servicios hospitalarios que participaron, Anestesia y
reanimacion y Cirugia general y digestiva. La identificacion del foco infeccioso es fundamental
para guiar las intervenciones terapéuticas, como el tratamiento antimicrobiano y el control
adecuado de la infeccién. Afortunadamente, en este estudio se logro identificar el foco en el

99,4 % de los casos analizados y el microorganismo se identificd en el 62% de los casos.

Finalmente, 17 pacientes de la cohorte murieron, los cuales pertenecian al grupo IDS. El
26,3% de los pacientes infectados en el estudio de Andrés y cols. fallecieron y este porcentaje
en la cohorte de Almansa y cols. fue de 24,75%. En este sentido estas dos cohortes, eran
significativamente mas graves que la descrita en este trabajo lo que explica el aumento de

estos porcentajes.

En resumen, las caracteristicas de la cohorte en general se asemejan a otros con un
planteamiento similar, y especificamente la cohorte de infeccion mantiene todas las
caracteristicas principales de los pacientes con infeccion descritos en la literatura a pesar de

presentar todo el recorrido desde la infeccion a la sepsis.

6.1.3. Diagnostico diferencial de la infeccion

Respecto a los biomarcadores, en nuestro estudio se encontraron concentraciones
significativamente mas elevadas en el paciente IDS comparado con el grupo nIDS de
marcadores inflamatorios (CRP, PCT, PTX-3, TREM-1, IL-15, IL-6, TNF- a, CXCL-10), de
dano endotelial (VCAM-1, ANG2, ANG1), de degranulacién del neutréfilo (LCN2 y MPO), de

activacion de la coagulacion (Dimero-D) y de inmunosupresion (IL-10 y PDL-1).
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De todos estos marcadores analizados unicamente CRP, PCT, PTX3, LCN2, TNF-q,
ANG2, TREM-1 e IL-15 mostraron capacidad predictiva para infeccion con ABC mayor que
0,75. Como era de esperar, la proteina C reactiva y la procalcitonina eran los marcadores que

arrojaban las mejores areas para identificar a los pacientes con infeccion.

Resultados similares obtuvieron Almansa y cols. cuando evaluaron el valor de la PCT
(ABC [IC95%]; 0,80 [0,73-0,88]) para la identificacion de infecciébn en comparacién con
pacientes quirurgicos, aunque estos resultados fueron mejorados con el ratio PCT/HLA-DRA
(ABC [IC95%]; 0,85 [0,78-0,91])*"". La PCT en nuestros resultados mostré una ABC de 0,79
con un IC95% entre 0,74 y 0,85.

En el estudio realizado por Reichsoellner y col. report6 ABCs mas bajas para diferenciar
infeccion de SIRS en algunos de estos biomarcadores: (ABC [IC95%]) PCT (0,69 [0,61-0,78]);
CRP (0,59 [0,49-0,68]) y LCN2 (0,60 [0,51-0,69])*"%. En contraste, nuestros resultados

mostraban valores de ABC superiores a 0,72 para estos biomarcadores.

6.1.4. Impacto de los biomarcadores en el fallo de 6rgano
Se evaluo la relacién entre los 8 biomarcadores (CRP, PCT, PTX3, LCN2, TNF-a, ANG2,

TREM-1 e IL-15), y la puntuacién en la escala SOFA de disfuncion organica. Siete
biomarcadores (LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1, TNF-a, PTX3, PCT) mostraban una asociacion
significativa directa entre sus niveles plasmaticos y el grado de fallo organico causado por una
infeccion. En cambio, aunque la CRP demostré ser util para identificar el grupo IDS, sus

niveles no se asociaron de manera independiente con la puntuaciéon SOFA

Nuestros resultados estan en linea con los hallazgos previos en la literatura. La LCN2
mostré correlaciones positivas significativas con la escala SOFA, con coeficientes de

337337 Por su parte la angiopoyetina 2 presentd

correlacion (r) que oscilan entre 0,31- 0,2
valores de r entre 0,26-0,72, todos estadisticamente significativos*’®="°. Los niveles de TREM-
1 soluble también se correlacionaron significativamente con la escala SOFA, con r entre 0,34
y 0,71%%38 Aunque la evidencia sobre la relacion entre TNF-a y la escala SOFA es mas
limitada, Davoudian y cols. encontraron una r significativa de 0,6%*. Otros estudios han
observado una correlacion entre PTX3 y SOFA, con coeficientes de r que varian entre 0,36-
0,52%43%_ Finalmente, la PCT presentd correlaciones con la escala SOFA en el rango de r

entre 0,48-0,77°73:378:362388,
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Sin embargo, en el caso de la IL-15 encontramos una cierta controversia en los resultados
publicados. Por un lado, Leskin y cols. demuestran una correlacién positiva entre IL-15 y el
SOFA%® mientras que otros estudios encuentra resultados no significativos®® o cohortes
donde se presenta una correlacion inversa®'. La diferencia entre estos dos estudios puede
deberse al tamafio muestral y a las caracteristicas basales de la propia cohorte, asi como en

el método estadistico utilizado (Correlacion de Spearman y Correlacion de Pearson).

En linea con nuestros resultados, algunos estudios mostraban una asociacién entre CRP

254.373.382.388 |15 que puede deberse a la propia cinética de la

y SOFA que no era significativa
proteina que al elevarse a tan altos niveles de concentracion en sangre periférica en las
primeras horas tras la infeccion es Util para la identificacion de la infeccion o la sepsis u otro
proceso inflamatorio de forma temprana pero el nivel de CRP no tiene significacion estadistica

en la gravedad de la sepsis®®.

Cabe destacar que los métodos estadisticos de nuestro estudio y los encontrados en la
literatura no son los mismos lo que limita la comparabilidad de los resultados. Ademas, el
método estadistico mayormente utilizado para evaluar esta asociacion entre los
biomarcadores y la escala SOFA fue una correlacion univariante donde no se tienen en cuenta
otras variables que puedan estar interviniendo en esta asociacion. Sin embargo, en nuestro
estudio estamos utilizando un analisis lineal multivariante donde se incluyen todas las

variables de ajuste que se asociaron individualmente al SOFA en un analisis previo.

Ademas, el resultado principal del estudio es que la presencia simultanea de los niveles
en plasma de cuatro de estos biomarcadores (LCN2, IL-15, TREM-1, ANG2) a lo que
denominamos como Dys-4 tuvo un impacto mucho mayor que cualquiera de estos siete
biomarcadores individuales con la escala SOFA. Ademas, la superioridad de Dys-4 sobre los
biomarcadores individuales se confirmé en una segunda cohorte de caracteristicas similares

a la cohorte principal de derivacion.

En la literatura se ha documentado como estos biomarcadores, de forma individual, se
asociaban con la sepsis y sus complicaciones. La sobreexpresion de LCN2 ha sido vinculada
a la presencia de sepsis y a un peor prondstico en estos pacientes?®*3%33%  Asimismo, los
niveles plasmaticos de esta proteina son significativamente mas elevados en pacientes
sépticos graves y se han asociado con complicaciones como dafio miocéardico®*®, fallo

%94y mortalidad®**%*. En cuanto a la IL-15, aunque su

multiorganico®*, dafio renal agudo
capacidad como biomarcador en infecciones y sepsis esta menos estudiada, se ha observado
su valor predictivo en la identificacion de pacientes con sospecha de sepsis desde el

SUH®**3% De manera similar, IL-15 ha mostrado valor pronéstico para predecir la mortalidad
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en pacientes sépticos®®. Por otro lado, TREM-1 ha demostrado ser capaz de predecir la
mortalidad por infeccion en paises tropicales®®® y puede ayudar en la identificacion de la
sepsis, asi como predecir complicaciones y la mortalidad en estos pacientes®*®3%. No
obstante, en un metaanalisis realizado por Wu y colaboradores, se concluyé que el TREM-1
plasmatico presenta un valor diagnéstico moderado para diferenciar la sepsis del SIRS vy, de
forma aislada, no seria suficiente para un diagnoéstico adecuado®®. En estudios anteriores,
ANG?2 se asoci6 con el diagnostico de sepsis, diferenciandola de una infeccién mas leve®° y

401

de controles sanos*'. Ademas, se ha encontrado una asociacion entre este biomarcador con

403

el riesgo de presentar complicaciones como SDRA*? o fallo renal agudo*®, asi como con

peores desenlaces en pacientes sépticos?02404-406.407(p2)

Un hecho a destacar fue que la procalcitonina que es probablemente el biomarcador
clasico mas estudiado en sepsis y con mejores resultados que la CRP para el manejo de la
infeccion y la sepsis®®', mostrd resultados robustos al detectar el grupo IDS pero sin embargo
fue superada por Dys-4 en el analisis multivariable que evaluaba las asociaciones con el

puntaje SOFA en este grupo.

Por ultimo, concluir que, aunque la literatura ha demostrado la asociacién individual de
cada biomarcador que conforman Dys-4 con el fallo de 6rgano medido por la escala SOFA,
asi como con la presencia de sepsis y un mal prondstico en estos pacientes, este estudio es
el primero en demostrar que su analisis conjunto mejora significativamente los resultados

individuales superando incluso a la procalcitonina.

6.1.5. Importancia fisiopatologica, clinica y terapéutica de los

resultados.

Los biomarcadores destacados en este estudio por su asociacion con el fallo de érgano
ademas estan involucrados en los mecanismos subyacentes de la infeccion y la sepsis. LCN2,
IL-15 y TREM-1 desempefian papeles importantes en la respuesta inmune innata contra un
patogeno. Mientras que, la Angiopoyetina 2 esta involucrada en el dafio endotelial, evento

fisiopatolégico central de la sepsis.

La lipocalina 2, también conocida como lipocalina asociada a la gelatinasa de neutrofilos
(NGAL, del inglés neutrophil gelatinase-associated lipocalin), es una proteina de la inmunidad
innata que se almacena en granulos especificos de neutrofilos y otros tejidos como colon,
utero, traquea, pulmoén, estdmago, préstata y glandula salival. Su produccion es inducida por

la activacion del receptor TLR4 y por la liberacién de citoquinas proinflamatorias®44%,
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Esta proteina presenta actividad bacteriostatica al limitar la disponibilidad de hierro,
elemento esencial para el crecimiento de muchos patégenos. LCN2 tiene capacidad para
secuestrar siderdforos, que son moléculas utilizadas por las bacterias para captar el hierro del

entorno*®®

. Ademas, también se une a la norepinefrina cargada de hierro reduciendo aun mas
la disponibilidad de este metal*'®. Por estos mecanismos LCN2 restringe el crecimiento

bacteriano y ayuda a controlar la infeccién en sus fases iniciales®**.

Sus efectos protectores durante las infecciones han sido estudiados en el intestino donde
tiene un papel antiinflamatorio y regula la microbiota aqui presente*'!. También participa en la
remodelacion tisular, amortiguacion de la inflamacion y prevencion los efectos nocivos de las

trampas extracelulares®*.

Se encuentra implicada en procesos importantes de la inmunidad innata y la inflamacién.
Esta proteina interactua con receptores inmunitarios modulando las funciones del neutrdfilo y
la liberacion de citocinas proinflamatorias*®®. En modelos in vivo e in vitro se ha visto como
LCN2 es capaz de promover la maduracién de los neutrdfilos, la quimiotaxis, su adhesion y
extravasacion, asi como la fagocitosis y muerte de patdgenos (degranulacion de
neutrdfilos)*'24'®. Sin embargo, el aumento de la concentracion de esta proteina en la sangre
periférica podria inducir una amplificacion de la inflamacién que conlleva un aumento de la

protedlisis, la disfuncién endotelial y el fallo organico.

En este sentido, LCN2 se ha estudiado como biomarcador temprano del dafo renal agudo
(AKI, del inglés acute kidney injury). Esta proteina es liberada desde los tubulos proximales
renales y por los neutrdfilos activados, reflejando un estado de hipoxia, estrés oxidativo y dafo
tisular. Por ello se utiliza para identificar aquellos pacientes sépticos con AKI o que lo

desarrollaran*'“.

Por toda su implicacion fisiopatolégica en la infeccion y la sepsis, LCN2 se ha postulado

como diana terapéutica a modular en la sepsis*'".

La IL-15 es una citocina que desempefa un papel clave en la regulacion del sistema
inmunoldgico y es producida fundamentalmente por células dendriticas, monocitos vy
macréfagos, fibroblastos y células epiteliales®’. Es capaz de regular la inmunidad mediante
la activacion de vias de sefalizacion claves en células NK y T de memoria, activando su
proliferacion y diferenciacion e induciendo la produccion de IFN-y*'*#1® Ademas, IL-15 es
capaz de potenciar la inflamacién sistémica al activar células de la inmunidad innata y
estimular la liberacion de varias citoquinas proinflamatorias como TNF-a, IL-6 o IL-1B, y

quimiocinas que reclutan células inmunitarias®’.
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En modelo in vivo, se ha visto que IL-15 tiene efectos protectores al prevenir la apoptosis
de células inmunitarias, estimular su activacion mitigando la inmunosupresién inducida por la
sepsis y reduciendo el dafio celular asociado*'”'8. Por ultimo, a nivel terapéutico se ha
postulado a IL-15 como estrategia para la inmunoestimulacion para revertir la inmunoparalisis

e inmunosupresion inducida por la sepsis.

Por otro lado, el TREM-1 es un receptor de inmunidad innata expresado
fundamentalmente en células mieloides como neutréfilos, monocitos y macréfagos®®2. Ha sido
identificado como un amplificador de la respuesta inflamatoria en infecciones bacterianas*'®.
En infecciones bacterianas, su activacion se asocia con un aumento en la produccion de
citoquinas proinflamatorias como IL-6 o TNF-q, lo que puede ser crucial en la progresion a la
sepsis. Ademas, TREM-1 también esta asociado con un aumento de la degranulacion de

neutrofilos*?%421,

La forma soluble de TREM-1 se libera en fluidos corporales por protedlisis de la forma de
membrana, cuando la expresion de TREM-1 se regula al alza*?2. Estudios previos demuestran
que la forma soluble de TREM-1 es un marcador de la activacion del receptor TREM-1 y se
puede utilizar como marcador de activacion de esta via y herramienta teragnostica®2. En este
sentido, actualmente hay estudios con un inhibidor del TREM-1 denominado Nangibotida. En
el ensayo clinico en fase 2b se ha demostrado que las dosis altas de Nangibotida produjeron
una mejoria clinicamente relevante en la puntuacion SOFA (de dos puntos o0 mas) desde el
inicio hasta el dia 5 de evolucién con respecto al placebo en los pacientes con shock séptico
que mostraban concentraciones de corte mas altas (2532 pg/mL) de sTREM-1 al inicio. La
dosis baja de Nangibotida mostré un patréon similar con una menor magnitud del efecto en

todos los valores de corte*?3.

La angiopoyetina-2 es una glicoproteina clave en la disfunciéon endotelial. Su accion la
ejerce fundamentalmente uniéndose al del receptor Tie-2 antagonizando el efecto
estabilizador de la angiopoyetina 1. Esto promueve la pérdida de la integridad de la barrera
vascular aumentando la permeabilidad vascular lo que provoca ademas la perdida de
interacciéon entre células endoteliales*®*. Su papel en la desestabilizacién de la barrera
endotelial facilita ademas la fuga de liquidos y proteinas, contribuyendo al desarrollo del shock
séptico y el fallo organico. Ademas, ANG2 es capaz de amplificar la respuesta inflamatoria,
facilitando la adhesién de leucocitos al endotelio y promoviendo la amplificacion de la cascada

inflamatoria.

En estudios in vitro, se ha visto como el efecto de disfuncion de la barrera endotelial

causada fue neutralizado por anticuerpos monoclonales contra ANG2*%*. En modelos murinos
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una combinacién de anticuerpos monoclonales contra ANG2 y VEGF mejora la morbilidad y

mortalidad de la sepsis murina*®®.

La combinacion Dys-4 que engloba estos marcadores refleja la heterogeneidad
fisiopatoldgica que subyace al fallo de érgano en la infeccion y la sepsis. Los resultados de
este estudio son pioneros en sugerir un efecto simultaneo de la hiperactivacion inmunitaria

innata y la alteracion endotelial en el aumento del fallo de 6rgano causado por una infeccion.

Estudios previos han indicado que la evaluacion conjunta de biomarcadores puede ofrecer
una imagen mas precisa del estado inflamatorio y la respuesta inmune, lo que podria llevar a

intervenciones mas efectivas®®.

Monitorizar las variaciones de Dys-4 en el transcurso de una infeccion podria ayudar a
identificar a aquellos pacientes infectados en riesgo de deterioro, mediante la prediccion

temprana del fallo de 6rgano incluso antes de que se establezca.

En resumen, el indice Dys-4 no solo proporciona una herramienta mas precisa para la
estratificacion de los pacientes en funcion de su riesgo de fallo de érgano, sino que también
identifica posibles dianas terapéuticas. En particular, sugiere que la modulaciéon simultanea
de la hiperactivacion de la inmunidad innata y la prevencion de la disfuncién endotelial podrian
ser estrategias prometedoras para detener la progresion hacia el fallo organico en pacientes

con infeccion.

6.1.6. Fortalezas y limitaciones del estudio

Una de las principales fortalezas de este estudio radica en la identificacion de
biomarcadores capaces de distinguir de manera precisa la presencia de infeccion frente a una
respuesta inflamatoria sistémica no infecciosa, como la que puede derivarse de
procedimientos quirurgicos. Este hallazgo tiene un impacto significativo en la practica clinica,
ya que permite una diferenciacion temprana y fundamentada, optimizando las decisiones

terapéuticas en pacientes criticos.

Ademas, la inclusién de infecciones de diversa gravedad fortalece la capacidad del estudio
para captar la variabilidad de los niveles de los biomarcadores a lo largo del continuo clinico
que abarca desde la infeccion inicial leve hasta la sepsis y el shock séptico. Esta aproximacién
es especialmente relevante para captar de manera integral la amplia diversidad de
presentaciones clinicas observadas en los pacientes en salas quirdrgicas u otros servicios

hospitalarios.
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Otra fortaleza destacable es la validacién de los resultados en una cohorte independiente
procedente de otros centros hospitalarios. Este enfoque no solo refuerza la solidez de los
hallazgos, sino que también amplia su aplicabilidad al demostrar su consistencia en contextos
clinicos diversos. Adicionalmente, la utilizacion de la plataforma tecnolégica Ella-SimplePlex
para cuantificar los biomarcadores afade valor practico al estudio, ya que esta herramienta,
ya integrada y utilizada en entornos hospitalarios, permite obtener resultados rapidos vy
reproducibles en cuestién de minutos, mejorando la viabilidad de implementar estos

biomarcadores en la practica clinica.

Sin embargo, este trabajo también presenta algunas limitaciones. Una de ellas es la
ausencia de un disefo prospectivo que permita evaluar la capacidad de los biomarcadores
para predecir cambios en el puntaje SOFA durante el curso de la hospitalizacion de los
pacientes. Este enfoque habria aportado una vision dinamica sobre su capacidad predictiva a
lo largo del tiempo. Ademas, los pacientes incluidos en el estudio provenian exclusivamente
de un entorno quirargico, lo que podria introducir un sesgo en los resultados y limitar su

generalizacion a otros grupos de pacientes.

6.2. COMBINACION DE BIOMARCADORES PRONOSTICOS
EN LA COVID-19

6.2.1. Importancia del diagnostico precoz de COVID-19 en

Urgencias

Los pacientes con infeccion por SARS-CoV-2 presentan una gran diversidad en su
evolucién clinica, que varia desde sintomas leves hasta cuadros graves que requieren
hospitalizacién o incluso cuidados intensivos con soporte vital como la ventilacion mecanica.
Ademas, debido a la rapida progresion de la enfermedad aguda el tiempo disponible para

tomar decisiones clinicas es limitado.

En este contexto los servicios de Urgencias son el primer punto de contacto, siendo claves
para el diagnoéstico precoz y enfrentandose al desafio de diferenciar a aquellos pacientes que

requieren hospitalizacién y tendran una peor evolucion de los que pueden ser tratados de
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forma ambulatoria. Son el unico servicio hospitalario donde se puede evaluar el primer grado

de gravedad en estos pacientes definido como hospitalizacion.

La identificacion precoz de pacientes en riesgo de deterioro clinico es esencial para
optimizar los recursos hospitalarios, minimizar complicaciones y mejorar el pronéstico de
estos pacientes. Sin embargo, no es una tarea sencilla ya que los parametros clinicos
convencionales no siempre capturan de manera precisa el riesgo real de progresion en la
enfermedad por COVID-19. Pacientes de todas las edades siguen necesitando
hospitalizacién, pero es especialmente importante en los pacientes de mayor edad, los cuales
representan en torno al 70% de las hospitalizaciones asociadas a COVID-19 y siguen siendo

el grupo de pacientes que evoluciona mas frecuentemente a formas mas graves de la COVID-
19132,133

En este escenario los marcadores son herramientas prometedoras. A pesar de las
investigaciones de biomarcadores desde el inicio de la transmision del SARS-CoV-2 en 2019,
su implementacion clinica en los SUHs es limitada, en parte porque la mayoria de estas
investigaciones se desarrollan en pacientes ya hospitalizados o en cuidados intensivos. Esto
evidencia la necesidad de buscar herramientas que permitan la identificacion temprana de
estos pacientes con la precocidad suficiente, prediciendo el primer grado de gravedad en este
tipo de pacientes (hospitalizacion), para tomar las medidas terapéuticas pertinentes en cada

Caso.

6.2.2. Descripcion de las caracteristicas de la poblacion a estudio

En este estudio retrospectivo realizado en el SUH, el 39% de los pacientes que se
incluyeron precisaron de hospitalizacion y el 11% fallecieron. Estos resultados son similares
a los encontrados en otra gran cohorte publicada en 2021 donde el 38% precisaban
hospitalizacion y el 9% fallecian*®. Sin embargo, en otro estudio realizado también en Espafia
por Calvillo-Batllés y cols. observaron que estos porcentajes eran 64% y el 15%,

respectivamente*?’.

Uno de los factores que esta influyendo en estas diferencias es la propia definicion de
hospitalizacién ya que mientras en nuestro estudio considerabamos hospitalizacién como toda
estancia de mas de al menos dos dias en el hospital, Calvillo-Batllés y cols. consideraron mas

de tres dias de estancia en el hospital*?’.
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Por otro lado, el tamafio muestral es considerablemente diferente ya que Calvillo-Batllés
y cols. y Garcia-Martinez y cols. reclutaron cohortes mas grandes de 440 pacientes y 2511

pacientes, respectivamente, mientras nuestra cohorte estaba formada por 146 pacientes.

También es importante el momento de reclutamiento de los pacientes, debido a que
mientras que los dos estudios antes nombrados recogieron sus pacientes en la primera ola
de la pandemia, en nuestro estudio los pacientes estan reclutados en 2022 cuando gran parte

de la poblacién se encontraba vacunada y se asemeja mas a la situacién actual.

Solo el 23% de los pacientes con COVID-19 presentaron antigenemia N a pesar de haber
confirmado la infeccion a nivel nasofaringeo de todos los pacientes. Estos pacientes que
mostraban positivo presentaban un riesgo 4 veces mayor de hospitalizar que los que no tenian
antigenemia. En otros estudios la prevalencia de la antigenemia es superior y oscila entre el
55y 81%'972%.2% Estas discrepancias entre los resultados se deben principalmente a las
técnicas de evaluacion de la antigenemia, ya que algunos de los estudios utilizan métodos
capaces de cuantificar la cantidad de proteina N. Sin embargo, nosotros utilizamos un LFIA
que hemos podido comprobar en datos previos no publicados de nuestro grupo con 374
pacientes con COVID-19 hospitalizados que un resultado positivo en la prueba rapida en
plasma corresponde a la presencia de grandes concentraciones de antigeno N (2428 pg/mL,
sensibilidad 88%, especificidad 73%, COV-Quanto).

Por otro lado, los anticuerpos contra la proteina S1 del SARS-CoV-2 estaban presentes
en el 83% de los pacientes. En la literatura podemos encontrar que los porcentajes de
serologia positiva para anticuerpos anti-S del SARS-COV-2 son muy variables entre los
estudios oscilando entre 48-80% 185197309428 ' qebido a que es un parametro muy influido por el
estado vacunal previo del paciente, asi como por haber padecido la COVID-19 previamente.
Ademas, aunque los niveles de estos presentaran una ABC moderada, tras categorizar esta
variable por su punto de corte (2821 AU/mL) la presencia de niveles bajos de anticuerpos se

asociaba de manera independiente a la necesidad de hospitalizacion.

6.2.3. Impacto de la combinacién en el riesgo de hospitalizacion

Como anadlisis principal del estudio se evalud la eficacia de la combinacién de la presencia
de antigenemia N del SARS-CoV-2 y bajos titulos de anticuerpos para la identificacion de los
pacientes con mayor riesgo de hospitalizacion. [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo]. Los resultados
demostraron que el grupo de pacientes que presentan sinérgicamente antigeno N en plasma

y niveles bajos de anticuerpos anti-S1 del SARS-CoV-2 mostraba un riesgo significativo 18
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veces mayor de ser hospitalizados en comparacién con el grupo de pacientes que no
mostraba ninguno de ellos. Por el contrario, aquellos pacientes que presentaban unicamente
alguno de los dos marcadores, no tuvieron diferencias significativas con el grupo mas leve

que no presentaban ninguna de las dos.

Nieto-Ortega y cols. muestran una escala que puede predecir la necesidad de
hospitalizacion y la cual se encuentra basada en diversos marcadores evaluados en las 24h
desde la admision al hospital. Aunque esta escala tiene buenos resultados mostrando una
ABC de 0,91 (IC [95%] 0.8725-0.9482, p < 0.0001), entre los marcadores se encuentran
indice de Kirby, lactato deshidrogenasa, saturacién de oxigeno o la proteina C reactiva; lo que
hace que su calculo no sea tan inmediato como la realizacion de una prueba rapida de

antigenos o los niveles de anticuerpos por un ensayo automatizado*?

. Ademas, los pacientes
cuyos datos fueron utilizados para el calculo de los algoritmos no se encontraban vacunados,
y uUnicamente el 26% de los pacientes utilizados para la validacién de los modelos se
encontraban vacunados. Por el contrario, en nuestro estudio la mayoria de los pacientes
habian recibido al menos dos dosis de la vacuna. Ademas esta escala esta derivada de
pacientes hospitalizados por lo que pierde el factor precocidad que nuestra combinacion si
posee al realizarse en el SUH y haberse comparado con pacientes con una trayectoria mejor

que se marchan a casa y nunca llegan a ingresar en el hospital*®.

También se han publicado otros estudios donde la prediccién del riesgo de hospitalizacién
se basa en modelos que utilizan inteligencia artificial. Uno de estos estudios utiliza variables
demograficas y comorbilidades para identificar a los pacientes que van a hospitalizar, lo cual
puede ayudar a priorizar el triaje de los pacientes COVID-19 cuando los recursos el sistema
son limitados como ocurre en periodos pandémicos. Pero, al igual que en el estudio descrito

430 Ademas,

anteriormente, los pacientes del estudio no habian recibido pautas de vacunacion
los datos utilizados (demograficos y comorbilidad) en algunos casos puede que no estén
completos en la historia clinica del paciente y que éste no pueda comunicartelo
adecuadamente. Estos estudios realizados con inteligencia artificial tienen como limitacion su

implementacién en la practica clinica que sigue siendo una tarea complicada hoy en dia.

Por el contrario, nuestro estudio esta desarrollado como consecuencia de la necesidad en
plena ola pandémica de identificar a pacientes que se iban a complicar y donde la actuacion
precoz era condicionante para el progreso de los pacientes. Por ello, se evalué una
combinacion que fuera técnicamente facil, sencilla y rapida, que se pueda implementar en la

practica clinica y ayudar asi a tomar decisiones lo antes posible.

166



Ademas, como resultados secundarios demostramos que aquellos pacientes que
presentaban la combinacién de antigenemia N y bajos titulos de anticuerpos mostraban un
riesgo 9 veces mayor de exhibir infiltrados pulmonares bilaterales. Esto puede ayudar en la
practica clinica en los SUHs identificando a aquellos pacientes mas graves. Ademas, en
momentos pandémicos donde los recursos son limitados puede ayudar a la toma de
decisiones preliminares en el manejo de los pacientes sin esperar a disponer de resultado de

imagen por rayos x o TAC.

Este grupo de pacientes que presentaban antigenemia N junto con bajos titulos de
anticuerpos anti-S1 tenian una mayor gravedad que los otros grupos de pacientes en el
momento de entrada en el SUH ya que mostraban medianas significativamente mas elevadas
de escala de gravedad como es el NEWS o una mayor estancia hospitalaria. Curiosamente
se ha de remarcar que ninguna variable analitica destacaba en este grupo, reforzando asi la
utiidad de la combinacion en este estadio de la evolucion de la enfermedad para la

identificacion de este tipo de pacientes con peor prondstico.

6.2.4. Impacto de la combinacion en la mortalidad a 28 dias

Ademas, en el estudio se evalud el riesgo de mortalidad a 28 dias de estos grupos de
pacientes. Los resultados demostraron que los pacientes que presentaban antigenemia N del
SARS-CoV-2 y bajos titulos de anticuerpos mostraban un riesgo siete veces mayor de
mortalidad a 28 dias que aquellos que tenian anticuerpos altos y no presentaban antigenemia
N en plasma. Al igual que en el caso del riesgo de hospitalizacién el grupo de pacientes que
unicamente presentaba uno de los dos marcadores no tenia diferencias significativas en el

riesgo de mortalidad a 28 dias en comparacion con el grupo sin ninguno de estos marcadores.

Los subgrupos identificados en este estudio presentaban diferentes porcentajes de
mortalidad: [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] presentaba un 30%, [N-Ag (+) o Anti-S1 bajo] un 8%,
[N-Ag (-) y Anti-S1 alto] un 7% de mortalidad. Sin embargo, Garcia-Martinez y cols. en su
estudio publicado en 2021 demostraban que eran capaces de identificar un subgrupo de
pacientes desde el SUH que presentaban un alto riesgo de mortalidad a 30 dias (67,3%), otro
subgrupo con un riesgo intermedio (28,2%) y un ultimo grupo de pacientes con un bajo riesgo
de mortalidad (1,7%) mediante una escala de puntuacién que incluia edad = 50 afios, indice
de Barthel < 90 puntos, alteracion del nivel de consciencia, indice de SaO2/FIO, < 400,
auscultacion respiratoria andomala, cifra de plaquetas < 100.000/mm3, CRP =5 mg/dL y filtrado

426

glomerular < 45 mL/min*®. Aunque es cierto que la capacidad de deteccion de estos pacientes
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mediante el score de Garcia-Martinez era mucho mayor, los resultados no son del todo
comparables ya que el momento de la pandemia entre los estudios y el estado vacunal de los
pacientes son muy diferentes. Ademas, mientras que el objetivo principal de la escala de
Garcia-Martinez era la prediccion de mortalidad, en nuestro estudio el objetivo principal es la
hospitalizacién como primer grado de gravedad de la enfermedad. También cabe remarcar
que algunas de las variables incluidas en la escala pueden ser subjetivas y depender del
clinico que las esté evaluando en ese momento. Por ultimo, en el estudio de Garcia-Martinez
y cols. unicamente en el 74% de los pacientes habian sido diagnosticados de COVID-19

mediante una PCR mientras que el resto fue diagnosticado segun criterios clinicos.

Los resultados aqui mostrados van en consonancia con estudios previos que subrayan la
importancia de estos biomarcadores en la prediccion de mortalidad en los pacientes

hospitalizados y en aquellos con formas mas graves de la patologia'8®197:285.309431

6.2.5. Importancia fisiopatologica, clinica y terapéutica de los

resultados.

La presencia de material virico en la sangre junto a titulos bajos de anticuerpos que
caracterizan a los pacientes del grupo [N-Ag (+) y bajo anti-S1] probablemente sea un
indicador de un pobre control de la replicacion viral a nivel pulmonar que culmina con una
diseminacién sistémica del virus o de componentes virales'®'%. Esto se evidencia en el
estudio de Martin-Vicente y cols. donde existe una correlacion inversa entre los titulos de

anticuerpos anti-Spike con la carga viral y las concentraciones de antigeno N en plasma.

Esta presencia de material virico en el plasma puede estar mostrando una previa rotura
de la barrera alveolocapilar y posterior diseminacion de componente viricos a la sangre.
Ademas, en estudios previos se ha relacionado la presencia de este material virico con una
replicacion activa a nivel pulmonar. Como resultado de esta diseminacion puede estar
ocurriendo la infeccién de células en otros érganos que no son los pulmones, como ya hemos

visto anteriormente, donde el virus puede estar produciendo dano directamente.

Por otro lado, puede estar ocurriendo un dafio indirecto a través de la activacion del
sistema inmunitario. Todavia no se conoce bien si la presencia de componentes virales
corresponde con la presencia de particulas viricas infecciosas pero el material viral difundido
en la sangre periférica puede estimular a los PRRs, junto con los DAMPs generados en
consecuencia de esa previa rotura de barrera alveolocapilar. Esto provocaria el inicio de todos

los procesos fisiopatologicos descritos anteriormente como inflamacion sistémica
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ininterrumpida y la inmunotrombosis principalmente, que podria contribuir a la patogénesis del
fallo multiorganico™?, lo que se encuentra reforzado por un estudio publicado este mismo afio
donde demuestran la asociacién de antigenemia de la proteina N y de la RNAemia con
mediadores inflamatorios y de dafio tisular en pacientes COVID-19 criticos®°. Por ello, a nivel
terapéutico, los filtros extracorporales o la utilizacién de anticuerpos monoclonales que
eliminan este tipo de componentes viricos de la sangre periférica podrian ayudar en el

tratamiento de este grupo de pacientes**?,

Por otro lado, los niveles bajos de anticuerpos anti-S1 indican una respuesta inmune
deficiente, especificamente humoral adaptativa, u otras alteraciones inmunoldgicas que no se
han evaluado en este estudio. Ademas, remarcar que Unicamente el 48% de los pacientes
que presentaban la combinacion [N-Ag (+) y Anti-S1 bajo] habian sido vacunados en
comparacion con el 94% del subgrupo de pacientes que no presentaba ninguno de los
marcadores [N-Ag (-) y Anti-S1 alto]. En un estudio anterior se observé como la vacunacion
previa contra el SARS-CoV-2 de los paciente COVID-19 hospitalizados estaba asociada con
titulos mas altos de anticuerpos contra la proteina S y menor probabilidad de progresion
radioldgica, necesidad de inmunomoduladores y asistencia respiratoria o muerte*?®. Estos
resultados tomados en conjunto respaldan el uso de refuerzo de vacunas principalmente en
los grupos mas vulnerables a la infecciéon por SARS-CoV-2 e incluso en la poblacion en

general guiados por el titulo de anticuerpos que presenten.

Ademas, podria tener valor como marcador teragndstico al identificar los pacientes que se
beneficiarian de la administracién de Remdesivir para mejorar su prondstico, ya que en un
estudio anterior se vio que la administracion temprana de Remdesivir en pacientes no
hospitalizados que tenian alto riesgo de progresién mejord el riesgo de hospitalizacién o

muerte comparado con el grupo placebo*®,

En resumen, la monitorizacion de estos pacientes con presencia de estos dos parametros
podria mejorar significativamente los resultados clinicos y guiar los pasos terapéuticos a

seguir.
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6.2.6. Fortalezas y limitaciones del estudio

Este trabajo es pionero en valorar el rendimiento de la combinacion de la presencia de
antigenemia N y bajos titulos de anticuerpos como marcador de mal pronéstico de la infeccion
por SARS-Cov-2. Se evidencia que, desde el SUH con pacientes con una enfermedad leve,
la combinacion pude identificar aquellos casos con un mayor riesgo de hospitalizacién, de

presencia de infiltrado bilateral y de riesgo de mortalidad a 28 dias.

Por otro lado, las tecnologias que evaluan los marcadores son las ideales para la practica
clinica diaria en los SUHSs. En el caso de la antigenemia se realiza mediante un LIFA que es
una tecnologia sencilla, rapida y que no precisa de personal cualificado. Estas caracteristicas
lo hacen idéneo para poder realizarse in situ, en el propio servicio de Urgencias. Por otro lado,
los anticuerpos IgG anti-S1 del SARS-CoV-2 se evaluan por una plataforma CLIA que utiliza
microparticulas y se encuentra integrada en la practica clinica del hospital que permite obtener
resultados en un espacio de tiempo corto pudiendo tomar decisiones sobre el manejo del

paciente.

Pero el estudio tiene también una serie de limitaciones, como es el tamafio de la muestra
y su procedencia de un unico centro reclutador lo que podria limitar la generalizacién de
nuestros hallazgos. Ademas, la investigacion se llevo a cabo durante el periodo en que la
variante Omicron era predominante. Ademas, la ausencia de variables de interés que no
pudieron ser recogidas puede haber incluido sesgos en los modelos de regresion. También,
la ausencia de una cohorte de validacién que limita la generalizacion de los resultados, siendo

necesarios estudios futuros.

La mayoria de estas limitaciones se deben a que fue un estudio disefado y llevado a cabo
en una ola pandémica, en la que el sistema sanitario se encontraba colapsado por la alta
demanda y se utilizaron los medios disponibles en aquel momento, para identificar con la
mayor precocidad posible una herramienta que fuera util en su practica clinica diaria. Son
necesarios mas estudios con una muestra mayor, procedente de varios centros en un periodo

de tiempo donde circulen diferentes variantes del SARS-CoV-2.

170



6.3. DISCUSION INTEGRADORA Y APROXIMACIONES
FUTURAS

Las infecciones en huéspedes vulnerables suponen un desafio creciente para la salud
publica. Factores como el envejecimiento poblacional, el aumento de comorbilidades cronicas
y el uso extendido de terapias inmunosupresoras han contribuido a su incremento en los
ultimos anos, elevando asi la morbilidad y la mortalidad asociadas. Los resultados
presentados ponen de manifiesto la utilidad clinica de combinar biomarcadores especificos
para la identificacién temprana de pacientes con una peor evolucidon, asi como para la
estratificacion de la gravedad en dos contextos infecciosos clave: la sepsis y la COVID-19.
Esto es critico en los entornos sanitarios donde llegan estos pacientes y no se encuentran
disponibles muchas de las pruebas o parametros clinicos para hacer una correcta evaluacién

del estado del paciente.

Para consolidar estos hallazgos, es imprescindible realizar estudios adicionales en
cohortes mas amplias y diversas, evaluando su aplicabilidad en diferentes contextos clinicos
y poblacionales. Esta estrategia podria complementarse con otros parametros clinicos y
bioldgicos, y la monitorizacion de signos vitales, creando un enfoque mas integral para la
atencion del paciente. Ademas la investigacion futura también podria explorar el uso de
tecnologias emergentes, como el inmunodiagnostico que podrian facilitar la deteccion

simultanea de multiples biomarcadores en un entorno de atencion sanitaria®***.

La integracién de diversas estrategias, especialmente mediante el uso de inteligencia
artificial y el aprendizaje automatico nos esta acercando a la medicina de precisiéon. La
combinacion de datos provenientes de diversas fuentes, como perfiles clinicos,
inmunoldgicos, bioquimicos, microbiolégicos, moleculares y de imagen, con caracteristicas
demograficas, comorbilidades y factores ambientales y/o diversos perfiles dmicos, no solo
acelera el proceso de descubrimiento de biomarcadores, sino que también asegura que estos
modelos sean mas facilimente transferibles a los entornos clinicos**® (Figura 35). El desafio
clave sigue siendo el transito desde la identificacién de biomarcadores a su implementacion
clinica. Esto requiere la adaptacion de plataformas diagnosticas, de modo que sean
compatibles con las condiciones del entorno donde se utilizaran, garantizando su utilidad en
la practica diaria. Esto se hace mas relevante al considerar la rapidez y eficacia que se

requieren en el contexto de enfermedades criticas como la sepsis y la COVID-19%4,
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El aprendizaje automatico no supervisado emerge como una importante herramienta para
descubrir posibles patrones y subgrupos de pacientes basados en estados fisioldgicos de
interés, aquellos que son clave para entender los mecanismos subyacentes en las
infecciones®’. Estos estados pueden clasificarse o monitorizarse a lo largo del tiempo,
permitiendo predecir la progresion clinica y personalizar las intervenciones terapéuticas. En
paralelo, el aprendizaje automatico supervisado podria ayudar a identificar biomarcadores
especificos predictivos para cada subgrupo, guiando asi estrategias de tratamiento mas
precisas. Un estado fisioldgico de interés y su correspondiente biomarcador predictivo
constituyen un «rasgo tratable» que, una vez demostrada su eficacia en los ensayos clinicos,

puede integrarse en la practica clinica**®.

Ensayos clinicos
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p , - E = i /_\

IL-8
] STREM-1
(e .’ Protein C

o ¥ Ang-2 —
°/ CD14 ‘ ‘
s Lipoxin | \
mir147 | ~ N
mHLA-DR [ EE = e
\' HDL S | . _ L

Modelizacion Test rapidos

Identificaciéon de subgrupos Selecctl)qnl d M umbrales
sensibles al tratamiento Iologicos

/1N

Presente Futuro
Poblacién biolégicamente =~ ====-mmemmmmsmssesseesseee e » Terapia de precision dirigida por
heterogénea rasgos biolégicos

Figura 35. Diagrama de trabajo para futuros estudios de identificacion de biomarcadores. Adaptada
de Marshall y Leligdowicz (2022)**°

En este contexto, los ensayos clinicos adaptativos, como los realizados en estudios de
gran impacto como los ensayos RECOVERY y REMAP-CAP, son cruciales para avanzar en
la recoleccion de muestras bioldgicas durante el proceso. Este tipo de ensayos permite un
analisis tanto prospectivo como retrospectivo de los factores biolégicos alterados, como los

biomarcadores, proporcionando una vision mas clara de las respuestas fisioldgicas que
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subyacen a las enfermedades graves. Las pruebas pueden incluir analisis de sangre, estudios
de imagen, asi como perfiles gendmicos, transcriptomicos y protedmicos, y pueden afiadirse
a datos ya existentes como la edad, las comorbilidades, los factores ambientales y el estado

funcional*®®.

La siguiente etapa en este proceso es el desarrollo de pruebas rapidas de deteccion de
biomarcadores especificos que puedan realizarse en los puntos de atencion. Este enfoque no
solo mejoraria la rapidez del diagndstico, sino que también podria servir como una estrategia
de enriquecimiento para el reclutamiento de pacientes en ensayos clinicos prospectivos,

optimizando asi el uso de recursos y la precision de los resultados*®543.

El objetivo final de estas iniciativas es lograr una atencion mas personalizada, en la que
las intervenciones dirigidas tanto a la eliminacion del patégeno como a la modulacion de la
respuesta inmune del huésped sean mas eficaces. Esto seria especialmente relevante para
abordar la respuesta heterogénea que caracteriza a enfermedades complejas como la sepsis,

donde un enfoque Unico no es suficiente para todos los pacientes®?’.
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Estudio del continuo infeccién-sepsis:

1.

La CRP, PCT, PTX3, LCN2, TNF-a, ANG2, TREM-1 e IL-15 presentan una buena
precision diagnoéstica para diferenciar la presencia de infeccion de la inflamacién

postoperatoria.

La PCT, PTX3, LCN2, TNF-a, ANG2, TREM-1 e IL-15 predicen de manera
independiente el aumento en el fallo de 6rgano de los pacientes infectados, evaluado

por la escala SOFA.

La combinacion Dys-4, formada por los biomarcadores de inflamacién y disfuncion
endotelial LCN2, IL-15, TREM-1 y ANG2, presenta una mayor asociacion con el

aumento de la escala SOFA que los biomarcadores individuales.

Dys-4 representa una herramienta prometedora para estratificar la gravedad de la

infeccion y diagnosticar precozmente la sepsis.

Estudio sobre la COVID-19:

5. La presencia simultanea de antigenemia N y niveles bajos de anticuerpos anti-S1

identifica a un grupo de pacientes con COVID-19 con mayor riesgo de hospitalizacién

a su llegada a los Servicios de Urgencias.

La presencia simultanea de antigenemia N y niveles bajos de anticuerpos anti-S1
identifica a un grupo de pacientes con COVID-19 con mayor riesgo de mortalidad a 28

dias a su llegada a los servicios de Urgencias.

Estos resultados sugieren que la presencia, en los primeros momentos de la COVID-
19, de una respuesta inmune deficiente, que conlleva un pobre control del virus SARS-

CoV-2, juega un papel central en la fisiopatologia de la enfermedad.

El uso de la combinacién de antigenemia N y los niveles de anticuerpos anti-S1 puede
ayudar a optimizar el manejo de los pacientes COVID-19 en los Servicios de
Urgencias, contribuyendo a intensificar de forma precoz el tratamiento de aquellos con

mayor riesgo de deterioro.
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65  Abstract

66  Objectives: identifying host response biomarkers implicated in the emergence of organ

67 failure during infection is key to improving early detection of this complication.

68  Methods: twenty biomarkers of innate immunity, T-cell response, endothelial

69  dysfunction, coagulation and immunosuppression were profiled in 180 surgical patients
70  with infections of diverse severity (IDS) and 53 with no infection (nIDS). Those better
71 differentiating IDS/nIDS in the area under the curve (AUC) were combined to test their
72 association with the Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score by linear

73 regression analysis in IDS. Results were validated in another IDS cohort of 174 patients.

74 Results: C-reactive protein, procalcitonin, pentraxin-3, lipocalin-2, TNF-a,

75  angiopoietin-2, TREM-1 and IL-15 yielded AUCs > (.75 to differentiate IDS from

76  nIDS. The combination of lipocalin-2, IL-15, TREM-1, angiopoietin-2 (Dys-4) showed
77  the strongest association with SOFA in IDS (adjusted regression coefficient; standard
78  error; p): Dys-4 (3.55;0.44; <0.001), Lipocalin-2 (2.24; 0.28; <0.001), angiopoietin-2
79 (1.92;0.33; <0.001), IL-15 (1.78; 0.40; <0.001), TREM-1(1.74; 0.46; <0.001), TNF-a.
80  (1.60; 0.31; <0.001), pentraxin-3 (1.12; 0.18; <0.001), procalcitonin (0.85; 0.12;

81  <0.001). Dys-4 provided similar results in the validation cohort.

82  Conclusions: there is a synergistic impact of innate immunity hyper-activation
83  (lipocalin-2, IL-15, TREM-1) and endothelial dysfunction (angiopoietin-2) on the

84  magnitude of organ failure during infection.

85

86  Keywords: Biomarkers; Diagnosis; Infection; Severity; Synergy

87
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88 1.INTRODUCTION

89  The emergence of organ failure is a major complication of an infection, leading to

90  sepsis, septic shock or even death in some cases [1]. For clinical operationalization, the
91  degree of organ failure during an infection is typically evaluated using the Sequential
92  Organ Failure Assessment (SOFA) score, which includes parameters of six different
93  organs and systems: the liver, kidneys, lungs, the coagulation system, the central

94  nervous system, and the cardiovascular system [2].

95  The presence of a dysregulated host response is thought to play a major role in the
96  pathogenesis of organ failure during infection [1]. This dysregulated response involves
97  heterogeneous features of hyperinflammatory and immunosuppressive responses [3—5],
98  vascular endothelium dysfunction and coagulation activation [6,7], implying the
99  participation of multiple cell types and organ systems. There are several biomarkers
100  assessing these biological features that can be easily quantified in plasma [8].
101 Identifying the biomarkers or combination of biomarkers contributing the most to the
102  emergence of organ failure during an infection is key to better understanding the

103  physiopathology of this complication and to predict or to early identify it.

104  In this work we evaluated the association between the levels in plasma of twenty

105  biomarkers with the degree of organ failure (as assessed by the SOFA score) in a cohort
106  of surgical patients admitted to the hospital with infections of diverse severity (IDS),
107  covering the full spectrum going from plain infection to sepsis and septic shock. We
108  also evaluated the synergies between these molecules, to identify those combinations
109  showing the largest impact on the SOFA score, validating the main results in an

110  independent cohort of patients with similar characteristics.

111

214



Amanda de la Fuente Vizquez RENDIMIENTO CIENTIFICO

112 2. MATERIALS AND METHODS

113 2.1. Study design and patients: in order to have a representation of infected patients
114  with different degree of organ failure, adult patients (> 18 years) with IDS as assessed
115 by the Sequential Organ Failure Assessment Score (SOFA) [2] were recruited

116  prospectively from the Surgery departments and Surgical Intensive Care Units (ICUs)
117  of the four participating hospitals (“Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid”,
118  “Complejo Asistencial Universitario de Salamanca”, “Complejo Asistencial

119  Universitario de Leén” and “Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de

120  Santander”), between January 2020 and July 2022. Adult post-surgical patients with no
121  infection and also with diverse severity constituted the uninfected control group (nIDS),
122 which was recruited in parallel in the same centers. Infection was defined according to
123 the US Centers for Disease Control and Prevention National Surveillance Definitions
124  for Specific Types of Infections [9]. Sepsis and septic shock were defined using the

125  SEPSIS-3 consensus definitions [1,10]. A specific standard survey was employed in the
126  four participating hospitals to collect clinical and laboratory data. A different cohort of
127 174 infected patients with different degree of organ failure and similar characteristics
128  was recruited from three participating hospitals (“Hospital Universitario Vall

129  d’Hebron”,“Complejo Asistencial Universitario de Salamanca” and “Hospital

130  Universitario Rio Hortega de Valladolid”) for validation purposes. Twenty blood donors
131  with similar age and sex characteristics to the patients recruited from the “Centro de
132 Hemoterapia y Hemodonacion de Castilla y Ledén” (Valladolid, Spain) were included as

133 healthy controls for comparing biomarkers" levels with those of the patients.

134 2.2 Biomarkers’ profiling: we quantified twenty biomarkers representative of the
135  different biological functions altered during infection using the Ella-SimplePlex TM

136  system from Biotechnne (San Jose, California, USA) as per manufacturer instructions in
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137  plasma-EDTA obtained in the first 24 hs of the admission to the participant

138  departments. We studied two biomarkers of neutrophil degranulation: lipocalin-2
139  (LCN2) (also known as neutrophil gelatinase-associated lipocalin, NGAL) and

140  myeloperoxidase (MPO), four biomarkers of endothelial dysfunction: vascular cell
141  adhesion molecule 1 (VCAM-1), endothelin-1 (ET-1), angiopoietin 2 (ANG2),

142 angiopoietin 1 (ANG1), two biomarkers involved in coagulation: D-dimer and

143  urokinase-type plasminogen activator (uPA), nine biomarkers of inflammation:

144  interleukin 6 (IL-6), interleukin 15 (IL-15), tumoral necrosis factor o (TNF-a),

145  procalcitonin (PCT), matrix metalloproteinase 7 (MMP7), pentraxin 3 (PTX3),

146  triggering receptor expressed on myeloid cells -1 (TREM-1), C-reactive protein (CRP)
147  and C-X-C motif chemokine ligand 10 (CXCL10), two of immunosuppression /

148  immunomodulation: interleukin 10 (IL-10) and programmed death-ligand 1 (PD-L1)

149  and one biomarker involved in lymphocyte survival: Interleukin 7 (IL-7).

150 2.3 Statistical analysis: the first step was to select those biomarkers altered the most as
151  consequence of an infection. With this scope, we calculated the areas under the receiver
152  operating characteristic curve test (AUC) to identify those biomarkers yielding AUCs >
153 0.75 for differentiating the patients of the IDS group from those of the nIDS group.

154  Next, we evaluated the association of the biomarkers selected in the previous step with
155  the SOFA score in the IDS group by using a multivariable linear regression analysis.
156  The comorbidities and hospital admission clinical variables showing a significant

157  association with the SOFA score in the univariable linear regression analysis at the level
158  p <0.1 were introduced in the multivariable analysis as adjusting variables for the

159  biomarkers’ levels. In a final step, the biomarkers showing a significant association with
160  the SOFA score in the multivariable analysis were combined additively to create the

161  “host response Dysfunction” scores (Dys). The combination process involved
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162  calculating the geometric mean of their concentrations in plasma, starting with the two
163  biomarkers showing the largest regression coefficients and progressively adding the
164  remaining biomarkers based on the magnitude of their regression coefficients. Finally,
165  the association of the Dys scores with the SOFA score was also tested in the

166  multivariable analysis to identify the combination of biomarkers showing the highest
167  impact on the degree of organ failure. Differences in clinical characteristics of the

168  patients of the IDS and nIDS groups were assessed using the x2 test for categorical
169  variables. Differences for continuous variables and protein levels were assessed using
170  the Mann-Whitney test. The normality of the levels of biomarker variables was tested
171  using the Shapiro-Wilk test. A new multivariable linear regression analysis was

172 developed in the validation cohort using the same covariates of the derivation cohort.
173 Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 25.0 (SPSS INC, Armonk,
174  NY, U.S.A). The level of significance was set at 0.05. A flow chart summarizing the

175  statistical analysis is provided in Figure 1.
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3. RESULTS

3.1 Clinical characteristics of the patients of IDS and nIDS groups (Table 1): two
hundred and thirty-three patients were recruited. One hundred and eighty presented IDS
and fifty-three with nIDS. The two groups of patients were comparable in terms of age
and gender composition, being elderly male the predominant profile in both groups. IDS
and nIDS patients were also similar in their profile of comorbidities, although the
presence of chronic cardiac disease was more frequent in the IDS group. The median
SOFA score at the moment of recruitment was 1 point in both groups, with no
significant differences between them. 46 out of 180 (25.6%) of the patients in the IDS
group had sepsis, and 41 out of 180 (22.8%) septic shock. In the IDS group, the most
common source of infection was the abdomen (154 out of 180 patients, 85.6 %),
followed by the surgical site (15 out of 180 patients, 8.3%), representing other sources
of infection a minority, (bacteriemia, 6 patients out of 180, 3.3%, urinary tract 4 patients
out of 180, 2.2%). Patients in the IDS groups showed a higher frequency of
complications (heart arrhythmia, paralytic ileus, acute renal failure, secondary
infections, invasive mechanical ventilation). 17 patients of the IDS group finally died

(9.4 %), for none in the nIDS group.

3.2 Biomarkers in the IDS and nIDS groups: MMP7, ET-1, IL-10, IL-7, IL-6, D-
Dimer levels were higher in both the IDS and nIDS groups than in healthy controls. In
turn, patients with IDS showed higher levels of LCN2, MPO, PTX3, ANG2, PCT,
TREM-1, IL-15, CXCL-10, PD-L1, TNF-a and CRP than the healthy controls. uPA
levels were lower in both groups of patients as compared to the healthy controls. When
biomarkers were compared between the two groups of patients, patients with IDS had
significatively higher concentration of LCN2, MPO, VCAM-1, ANG1, PTX3, ANG2,

PCT, TREM-1, IL-15, CXCL10, IL-6, PD-L1, TNF-a, D-Dimer and CRP than the
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210  patients in the nIDS group (see Table S1, Supplemental Material). No differences were
211 found for MMP-7, ET-1, IL-10, IL-7 and uPA between the two groups. The AUC

212 analysis evidenced that CRP, PCT, PTX3, LCN2, TNF-a, ANGT2, TREM-1and IL-15
213 were the biomarkers yielding AUCs > 0.75 to identify those patients with IDS when

214  compared with the nIDS group (Table 2).

215 3.3 Linear regression analysis between biomarkers and the SOFA score in the IDS
216  group (derivation cohort): the univariable analysis evidenced that the eight

217  biomarkers selected in the previous step were significantly associated with the SOFA
218  score (see Table S2, Supplementary Material). This analysis identified age, chronic

219  cardiac disease, neurological disease, active malignant neoplasia, hypertension, COPD
220  (Chronic obstructive pulmonary disease), chronic kidney disease, diabetes, surgical site
221  infection, and gastrointestinal infection as the adjusting variables for the multivariable
222 analysis (see Table S2, Supplementary Material). The multivariable regression analysis
223 showed that LCN2 was the biomarker showing the strongest independent association
224  with the SOFA score (2.24; 0.28; <0.001) (B, coefficient of regression; SE, standard
225  error of B; p-value), followed by ANG2 (1.92; 0.33; <0.001), IL-15 (1.78; 0.40;

226 <0.001), TREM-1(1.74; 0.46; <0.001), TNF-a (1.60; 0.31; <0.001), PTX3 (1.12; 0.18;
227  <0.001) and PCT (0.85; 0.12; <0.001). On the other hand, CRP failed to show a

228  significant association with the SOFA score in the multivariate analysis (see Table S3,
229  Supplemental Material). When these seven biomarkers were combined to form six Dys
230  scores (see Table S4, Supplemental Material), the multivariable analysis revealed that
231  the combination showing the strongest impact on the SOFA score was Dys-4, which
232 included LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1 (3.55;0.44; <0.001) (B, coefficient of

233 regression; SE, standard error of B; p-value) (Figure 2 and Table S5, Supplemental

234  Material). These four biomarkers showed significant differences between the IDS group

10
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235  and nIDS group and the Healthy controls as we explained above (see Table S1 and

236 Figure S1, Supplemental Material)

237 3.4 Validation of Dys-4 in a second independent cohort: clinical data and blood

238  samples were collected from 174 infected patients to validate the previous results. The
239  median age of this cohort was 67 years and the gender's composition was balanced (90
240  out of 74 were male, 52.90%) (see Table S6, Supplemental Material). The most

241 frequent comorbidities were immunosuppression (22.0%), chronic cardiac disease

242 (17.9%) and active malignant neoplasia (14.5%), followed by chronic kidney disease
243 (9.2%), COPD (6.4%) and chronic liver dysfunction (2.9%). The median SOFA score at
244  recruitment was 1.50 points (IQR, 5.00). Within the 174 infected patients, 46 (26.4%)
245  presented sepsis and 41 (23.6%) septic shock. The most frequent source of infection in
246  this new cohort was the gastrointestinal (145 out of 174 patients, 83.3%), followed by
247  urinary tract (23 out of 174 patients, 13.2%), with other sources representing a minority,
248  (surgical site, 1 patient out of 174, 0.6%; respiratory tract, 1 patient out of 174, 0.6%;
249  osteoarticular, 1 patient out of 174, 0.6%; skin and soft tissue, 3 out of 174, 1.7%). Of
250  these patients, 41% required vasopressor therapy and 27% invasive mechanical

251  ventilation. 25 patients finally died during hospitalization (15.4%) (see Table S6,

252 Supplemental Material). Similarly to that observed in the derivation cohort, the

253  multivariable regression analysis revealed that the combination Dys-4 outperformed
254  individual biomarkers and the other five Dys combinations, being the combination

255  exhibiting the strongest association with the SOFA score (3.42;0.30; <0.001) (B,

256  coefficient of regression; SE, standard error of B; p-value) (Figure 3 and Table S7 and

257  table S8, Supplemental Material).

258

259

11
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260 4. DISCUSSION

261  In this work, we have identified seven biomarkers (LCN2, ANG2, IL-15, TREM-1,

262  TNF-0, PTX3, PCT) whose levels in plasma were directly associated with the degree of
263  organ failure caused by an infection, as assessed by the SOFA score. Interestingly, the
264  simultaneous presence of high levels in plasma of four of these biomarkers (LCN2, IL-
265 15, TREM-1, ANG2) (Dys-4) had a much greater impact on the SOFA score than that
266  of any of these seven individual biomarkers. The superiority of Dys-4 over individual

267  biomarkers was confirmed in a new validation cohort.

268  While procalcitonin, probably the biomarker most extensively studied in sepsis, did
269  show robust results detecting the IDS group, it was outperformed by Dys-4 in the

270  multivariable analysis evaluating associations with the SOFA score in this group.

271 LCN2, IL-15, and TREM-1 play major roles in the innate immune response against an
272 infecting pathogen. Lipocalin-2, also known as neutrophil gelatinase-associated

273 lipocalin (NGAL), is a protein expressed in myelocytes and stored in neutrophil-specific
274  granules [11,12]. It is an essential component of antimicrobial innate immunity and is
275  released from neutrophils upon stimulation by phagocytosis (neutrophil degranulation).
276  Its functions involve preventing bacteria from acquiring iron to inhibit bacterial growth
277  and participate in tissue remodelling attenuation of inflammation and preventing the

278  deleterious effects of neutrophil extracellular traps [13]. However, increased

279  intravascular levels of degranulated neutrophil proteins could induce increased

280  proteolysis, endothelial injury, and organ failure [11-13]. Thus, several studies have
281  shown that LCN2 is associated with higher organ failure and severity in septic patients
282 [7,14,15]. IL-15 has a potent ability to activate and expand Natural Killer cells [16]. It is
283  acytokine that induces several pro-inflammatory cytokines such as TNF-a or IL-1

284  [17], being involved in the pathogenesis of severe bacterial and viral infections [18-20].

12
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285  The triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (TREM-1) is an innate immunity
286  receptor associated with neutrophil and monocyte response and inflammation [21]. In
287  bacterial infections, the activation of TREM-1 is associated with the production of pro-
288  inflammatory molecules like IL-6 or TNF- a. In addition, TREM-1 is also associated
289  with increased degranulation of neutrophils [22,23]. The soluble form of TREM-1 is
290 released into body fluids when TREM-1 expression is upregulated [21]. Studies have
291  shown that soluble TREM-1 could be released into the blood or body fluids during

292  infection, and thus it could be used to identify and determine the severity of infection
293 [24]. Previous studies demonstrate that STREM-1 is strongly associated with death and
294  persistent organ dysfunction among adults with sepsis [25] and critically ill older adults
295  [26]. In turn, angiopoietin-2 is a biomarker of endothelial dysfunction that promotes
296  loss of vascular barrier integrity [27]. Ang-2 antagonizes Ang-1 by occupying its

297  receptor (TEK tyrosine kinase). When Ang-2 binds to sTEK, it promotes pro-

298 inflammatory, pro-thrombotic and angiogenic pathways, with consequent

299  destabilization of the endothelial vasculature and endothelial damage [28,29]. In several
300 works, Ang-2 was associated with critically ill and a high risk of mortality in infected

301 and non-infected patients [27,29,30].

302  While innate immunity hyper-activation and endothelial dysfunction are recognised as
303  key actors in the pathogenesis of severe infection [4], our study is pioneer in suggesting
304  asynergistic effect of both events in the escalation of organ failure caused by an

305 infection. Our findings pose major translational consequences. Simultaneous assessment
306 oflipocalin-2, IL-15, TREM-1 and angiopoietin-2 could represent a better option than
307  assessing individual biomarkers to identify the emergence of organ failure during an
308 infection. Monitoring increases of Dys-4 in the course of an infection could help to

309 identify those patients deteriorating. In addition, therapeutic interventions

13
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310 concomitantly modulating innate immunity hyperactivation and preventing endothelial
311  dysfunction could yield better results by preventing progression to organ failure in

312  infected patients.

313 Our work has four major strengths. First, we focused our analysis on the biomarkers
314  better identifying the presence of an infection, differentiating it from a systemic

315 inflammatory response due to surgery. Second, we included in our study infections with
316  diverse severity, to comprehensively capture the variations of the biomarkers associated
317  with the wide diversity of clinical presentations observed in patients admitted to

318  surgical wards or ICUs, covering the full continuum going from infection to sepsis and
319  septic shock. Third, our results were reproduced in a new validation cohort. Fourth, we
320 employed the Ella-SimplePlex to profile biomarkers ‘levels, a platform currently used
321  in hospital settings to provide quick results within minutes. A limitation of our study is
322  that it does not evaluate the ability of biomarkers to predict increases in the SOFA score
323 during hospitalization and that it was focused on surgical patients. Our results warrant
324  the development of further prospective studies evaluating the combination of lipocalin-
325  2,IL-15, TREM-1, and angiopoietin-2 to early detect infected patients progressing

326  badly and to assess its performance on non-surgical patients with infection.

327 In conclusion, our results suggest a synergistic impact between heightened innate
328  immunity activation as indicated by elevated levels of lipocalin-2, IL-15, and TREM-1,
329  and endothelial dysfunction represented by angiopoietin-2, on the severity of organ

330 failure in the infection-sepsis continuum.

331

332

333
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Figure Legend

1  Figure legends

3 Figure 1. Flow chart explaining the statistical analysis and main results of the

4 study. Abbreviations: AUC, area under the ROC curve; CRP, C reactive protein; PCT,

5  procalcitonin; PTX3, pentraxin 3; LCN2, lipocalin-2; TNF-a, tumor necrosis factor;

6 ANG?2, angiopoietin-2; TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells-1; IL-

7 15, interleukin-15.

8  Figure 2. Forest plot showing the adjusted coefficient of regression (B) from the

9  multivariate linear regression analysis biomarkers / Dys-4 score and SOFA score
10 (see Table S4 and S5, Supplemental Material). Independent variables included age,
11  chronic cardiac disease, neurological disease, active malignant neoplasia, hypertension,
12 COPD (Chronic obstructive pulmonary disease), chronic kidney disease, diabetes,
13 surgical site infection, and gastrointestinal infection. Natural logarithmic values were
14  used for biomarkers and Dys-4 levels. B, coefficient of regression; p, level of
15  significance; IL-15, Interleukin 15; TNF-a, tumour necrosis factor a; TREM-1, triggering
16  receptor expressed on myeloid cells-1.
17  Figure 3. Forest plot showing the adjusted coefficient of regression (B) from the
18  multivariate linear regression analysis biomarkers / Dys-4 score and SOFA score on
19 the Validation Cohort. (see Table S7 and S8, Supplemental Material). Independent
20  variables included age, chronic cardiac disease, chronic kidney disease, COPD (Chronic
21  obstructive pulmonary disease), active malignant neoplasia, gastrointestinal infection and
22 urinary tract infection. Natural logarithmic values were used for biomarkers and Dys-4
23 levels. Abbreviations: B, coefficient of regression; p, level of significance; IL-15,
24  Interleukin 15; TNF-a, tumour necrosis factor a; TREM-1, triggering receptor expressed

25  onmyeloid cells-1.
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Table 1 Click here to access/download;Table;Table 1.docx =

Table 1. Clinical characteristics. Statistics: Continuous variables are represented as
[median (interquartile range)] and categorical variables as absolute count [(n, (%)]. P-
values were assessed by using the Mann-Whitney test for continuous variables, and the
Chi-squared test for categorical variables. Significant differences (p < 0.05) are shown in
bold. Abbreviations: p-value, level of significance; nIDS, patients with no infection and
also with diverse severity; IDS, patients admitted with infections of diverse severity;
COPD, Chronic obstructive pulmonary disease; SOFA, Sequential Organ Failure

Assessment.
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All nIDS IDS p-value
No. (%)
233 53 180 -
Characteristics
Age (years) [median (IQR)] 63 (25) 63 (17) 63 (31) ns.
Male [n (%)] 159 (68.5) 37 (69.8) 122 (68.2) ns.
Comorbidities, [ n (%)]
Smoking 23 (10.0) 3(5.7) 20 (11.3) ns.
Chronic Cardiac disease 46 (19.9) 509.4) 41 (23.0) 0.030
COPD 15 (6.5) 3(5.7) 12 (6.7) ns.
Asthma 11 (4.8) 1(1.9) 10 (5.6) n.s.
Obesity 24 (10.4) 5(9.4) 19 (10.7) ns.
Hypertension 86 (37.2) 21(39.6) 65 (36.5) n.s.
Dyslipidemia 68 (29.4) 19 (35.8) 49 (27.5) ns.
Chronic kidney disease 13 (5.6) 2(3.8) 11(6.2) n.s.
Neurological disease 17 (7.4) 2 (3.8) 15 (8.4) n.s.
Active malignant neoplasia 20 (8.7) 6(11.3) 14 (7.9) n.s.
Autoimmune disease 17 (7.4) 3(5.7) 14 (7.9) n.s.
Chronic gastrointestinal disease 25 (10.8) 9 (17.0) 16 (9.0) n.s.
Diabetes Mellitus 40 (17.3) 11(20.8) 29 (16.3) ns.
SCORES [median (IQR)]
SOFA Score 14) 1(3) 1(5) n.s.
Complications [n (%)]
Acute respiratory distress 9 (4.0) 0(0.0) 9(5.3) n.s.
Heart arrhythmia 12(5.4) 0(0.0) 12 (7.0) 0.047
Heart attack 5(22) 1(1.9) 4(23) ns.
Anastomosis 52.3) 0 (0.0) 5(2.3) n.s.
Postoperative hemorrhage 7@3.1) 2(3.8) 52.9) n.s.
Gastrointestinal Bleeding 8(3.6) 1(1.9) 7(4.1) n.s.
Cerebrovascular Accident 4(1.9) 0(0.0) 4(24) n.s.
Paralytic ileus 22(9.9) 1(1.9) 21(12.4) 0.026
Acute liver failure 4(1.8) 0(0.0) 424 n.s.
Acute renal failure 24 (10.7) 0(0.0) 24 (14.0) 0.004
Secondary Infections 40 (18.0) 1(1.9) 39 (23.1) <0.001
Post-operative delirium 11(5.1) 1(1.9) 10 (6.2) n.s.
Coma 5(2.3) 0 (0.0) 5(@3.1) ns.
Invasive mechanical ventilation 49 (21.8) 6 (11.5) 43 (24.9) 0.041
Vasopressor Therapy 42 (19.6) 1(2.0) 41(25.0) <0.001
Reintervention 15 (6.8) 1(1.9) 14 (8.3) n.s.
Hospital mortality 17(7.3) 0(0.0) 17(9.4) 0.020
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Click here to access/download;Table;Table 2.docx =

Table 2. AUC analysis for the differential diagnosis between infection patients and

post-surgical controls with no infection. Significant differences (p < 0.05) are shown

in bold. Abbreviations: AUC, area under the ROC curve; CI, confidence interval; p-

value, level of significance; ANGI1, angiopoietin 1; ANG2, angiopoietin 2; CRP, C

reactive protein; CXCL-10, chemokine ligand-10; ET-1, endothelin-1; IL, Interleukin;

LCN2, lipocalin-2; MPO, myeloperoxidase; MMP7, matrix metalloproteinase 7; PTX3,

pentraxin 3; PCT, procalcitonin, PD-L1, programmed death-ligand 1; TNF-a, tumour

necrosis factor; TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells-1; uPA,

urokinase-type plasminogen activator; VCAM-1, vascular cell adhesion molecule 1.

—
TREM-1 0.76
MPO 0.69

0.54

0.75
0.74
0.73
0.72
0.71
0.70
0.69
0.69
0.61
0.60
0.61
0.60
0.57
0.52
0.51
0.50
0.46
0.45
0.43
0.39
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0.89
0.85
0.85
0.84
0.84
0.83
0.83
0.81
0.78
0.76
0.75
0.74
0.72
0.70
0.68
0.66
0.63
0.62
0.60
0.57

AUC | CI[95%]

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.001
0.017
0.042
0.079
0.353
0.459
0.742
0.583
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Supplementary Material Click here to access/download;Supplementary

I+

Material;Supplemental Material MARKED RTR.docx

BIOMARKER Healthy control Non-infected Control Infection (2) p-value p-value p-value
) (0) (N=20) (1) (N=53) (N=180) (0-1) (0-2) 1-2)

79423.00 (43771)  88080.00 (41066.00)  158797.50 (250500.00)  0.984  <0.001  <0.001
[ 0000 39355.00(38432)  32714.00 (34094.00)  67779.50 (91121.00)  0.146  <0.001  <0.001
5(212?)2659'?;) 614929.00 (311844.00)  715746.50 (513949.00)  0.444 0185  0.001
3940.00 (6322) 3807.00 (4665.00) 5324.00 (7212.00) 0897 0144 0.016
61.30 (100.95) 1263.00 (1069.00) 1383.00 (1549.25) <0.001  <0.001  0.092
2068.00 (917.00)  1679.00 (1693.00) 743650 (17165.00) 0325 <0.001  <0.001
971.00 (560.00) 1118.00 (789.00) 2355.00 (3160.00) 0.057 <0001  <0.001
R () 2.19 (2.00) 227 (2.16) <0.001  <0.001 0495
67.50 (118.10) 76.50 (71.75) 565.50 (4507.08) 0092  <0.001  <0.001
457.00 (368.50) 394.00 (236.00) 610.00 (480.00) 0135  <0.001  <0.001
1.73 (0.89) 13.00 (26.53) 10.55 (25.32) <0.001 <0001  0.637
3.19 2.91) 3.60 (3.48) 3.88 (4.52) 0.024 0.006 0.716
2.25 (1.55) 2.83 (1.41) 4.77 (3.75) 0.110 <0001  <0.001
87.70 (79.60) 94.80 (82.00) 148.00 (204.93) 0.647 0.028  <0.001
1.72 (0.97) 30.40 (66.10) 131.50 (551.38) <0.001 <0001  <0.001
56.10 (36.45) 87.40 (102.25) 130.50 (124.55) 0.207 0.006 0.039
6.40 (2.33) 7.73 (5.09) 13.70 (17.69) 0142  <0.001  <0.001
919.00 (390.00) 755.00 (333.00) 780.00 (229.00) 0.002 0.006 0.329
Tomm o ew o S e com

Table S1. Biomarker levels between groups. Biomarkers are represented as [median (interquartile
range)]. P-values were assessed by using the U Mann-Whitney test. Significant differences (p < 0.05) are
shown in bold. P-value, level of significance; ET-1, endothelin-1; IL, Interleukin; CRP, C reactive protein;
PD-L1, programmed death-ligand 1; TNF-a, tumor necrosis factor; ANGI, angiopoietin 1; ANG2,
angiopoietin 2; CXCL-10, chemokine ligand-10; MMP7, matrix metalloproteinase 7; PCT, procalcitonin,
TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells-1; uPA, urokinase-type plasminogen activator;
VCAM-1, vascular cell adhesion molecule 1; PTX3, pentraxin-3; LCN2, lipocalin-2; MPO,
myeloperoxidase.
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Univariate (n=180)
B SE P

Male 033 059  0.575
Age 0.09 0.0 <0.001

Smoking 0.38 = 0.88  0.669
Chronic Cardiac disease 2.60  0.63  <0.001
Neurological disease 2.22 099  0.026
Active malignant neoplasia 2.66  1.01 0.009
Hypertension 1.63 056  0.004
Dyslipidemia 0.47 = 0.62  0.451
Autoimmune disease  1.27  1.03 ~ 0.220
Obesity 146 0.89  0.104

Chronic gastrointestinal disease _31 (.97 0.752
COPD 2.16 1.10 0.051

Asthma -096 120 0.428

Chronic Kidney disease 3.78  1.12  0.001
Diabetes Mellitus 2.26  0.73  0.002
Surgical site infection 3.90 095 <0.001
Urinary tract infection 0.62  1.87 0.738
Bacteriemia 1.68 153  0.277
Gastrointestinal infection -2.06 0.77  0.008
LCN2 276 023 <0.001
ANG2 244 026 <0.001
IL-15 2.81 035 <0.001
TREM-1 274 039 <0.001
TNF-a 225 026 <0.001
PTX3 150 0.15 <0.001
PCT 1.05 0.10 <0.001

CRP 065 021 0.002

Table S2. Univariable linear regression analysis of clinical variables/biomarkers and SOFA. Natural
logarithmic values were used for biomarker levels. B, coefficient of regression; SE, standard error of B;
IL15, Interleukin 15; CRP, C reactive protein; TNF-a, tumor necrosis factor; ANG2, angiopoietin 2; PCT,
procalcitonin, TREM-1, triggering receptor expressed on myeloid cells-1; PTX3, pentraxin-3; LCN2,
lipocalin-2.
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Figure S1. Box plot of the protein levels between healthy controls, nIDS group and IDS group: Lipocalin-
2 (1), Angiopoietin-2 (2), TREM-1 (3) and IL-15 (4).
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Validation Cohort
No. 174
Characteristics
Age (years) [median (IQR)] 67 (24)
Male [n (%)] 92 (52.90)
Comorbidities, [ n (%)]
Chronic Cardiac disease 31 (17.90)
COPD 11 (6.40)
Chronic kidney disease 16 (9.20)
Chronic liver dysfunction 5(2.90)
Active malignant neoplasia 25 (14.50)
Immunosuppression 38 (22.00)
Neurological disease 21 (12.10)
Hypertension 75 (43.40)
Diabetes 35 (20.20)
SCORES [median (IQR)]
SOFA Score 1.50 (5.00)
Complications [n (%)]
Invasive mechanical ventilation 47 (27.00)
Vasopressor Therapy (29%) 60 (41.40)
Hospital mortality (12*) 25 (15.40)
Levels of biomarkers [median (IQR)]
LCN2 | 420368.50 (659056.75)
ANG2 3134.50 (3935.00)
IL-15 5.69 (4.38)
TREM-1 662.00 (644.00)
TNF-a 22.00 (60.78)
PTX3 | 15042.50 (34397.30)
PCT 1194.00 (5626.50)

Table S6. Clinical characteristics and levels of biomarkers of the validation cohort. Statistics:
Continuous variables are represented as [median (interquartile range)] and categorical variables as absolute
count [(n, (%)]. P-values were assessed using the Mann-Whitney test for continuous variables, and the Chi-
squared test for categorical variables. Significant differences (p < 0.05) are shown in bold. Abbreviations:
COPD, Chronic obstructive pulmonary disease; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; IL15,
Interleukin 15; TNF-a, tumor necrosis factor; ANG2, angiopoietin 2; PCT, procalcitonin, TREM-1,
triggering receptor expressed on myeloid cells-1; PTX3, pentraxin-3; LCN2, lipocalin-2.
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Highlights (for review)

1 Highlights

2 e We identified the biomarkers most associated with organ failure in infection
3 e The Dys-4 score combined innate immunity and endothelial dysfunction

4 biomarkers.

5 e Dys-4 showed a greater impact on organ failure than individual biomarkers
6 e Dys-4 could help to detecting and monitoring organ failure in infection
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45  Abstract:

46  Objective

47  Identifying COVID-19 patients at risk of poor evolution is key to early decide on their
48  hospitalization. We evaluated the combined impact of N-antigenemia profiled by a rapid
49  test and anti-SARS-CoV-2 S1 antibodies on the hospitalization risk of COVID-19

50 patients.

51 Methods

52  N-antigenemia and anti-S1 antibodies were profiled at admission to the emergency

53  room (ER) in 146 COVID-19 patients by using the Panbio® Ag-Rapid Test and the

54  SARS-CoV-2-IgG II Quant/SARS-CoV-2-IgG assay from Abbott. A multivariable

55  analysis was used to evaluate the impact of these factors on hospitalization.

56  Results

57  Patients with a positive N-antigen test in plasma and anti-S1 levels <2821 Arbitrary

58  Units/mL needed hospitalization more frequently (20 out of 23, 87%). 20 out of 71

59  (28.2%) of those showing a negative N-antigen test and anti-S1 > 2821 AU/mL were
60  hospitalized, for 18 out of 52 (34.6%) of the patients with only one of these conditions.
61  Patients with a positive N-antigen test and low antibody levels showed an (OR

62  [95%CI], p) for hospitalization of (18.21 [2.74 - 121.18], 0.003), and exhibited the

63  highest mortality (30.4%).

64  Conclusions

65  Simultaneous profiling of a rapid N-antigen test in plasma and anti-S1 levels could help
66  to early identify COVID-19 patients needing hospitalization.

67

68  Keywords: anti-S1 antibodies, antigenemia, emergency room, hospitalization, COVID-

69 19.
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70 INTRODUCTION

71  Even in the current pandemic scenario, frail patients with COVID-19 are still at increased
72 risk for hospitalization and severe outcomes [1]. Early identification of these patients
73  could help to allocate the appropriate level of care. Profiling the presence of viral antigens
74  in the blood or antibody levels could be useful to this regard. SARS-CoV-2 induces
75  antigenemia, which could help to differentiate between the acute and the convalescent
76  phase [2]. While several ELISA or chemiluminescence immunoassays have been
77  developed to profile antigenemia, they are not currently available in clinical settings. We
78  have previously demonstrated that a positive rapid N-antigen test in plasma is a signature
79  of severity in hospitalised [3] or critically-ill COVID-19 patients [4]. This test can be
80 easily employed at the Emergency Room (ER). In turn, low levels of anti-SARS-CoV-2
81 Sl antibodies are also associated with poor prognosis [4] [5]. While the specific influence
82  of antigenemia or antibody levels on disease progression of hospitalised patients with
83  COVID-19 has already been studied, their combined impact on the prognosis of COVID-
84 19 patients admitted to the ER has not been evaluated. In the present work, we assessed
85  the simultaneous impact of a positive rapid N-antigen test in plasma and anti-SARS-CoV-
86 2 Sl antibody levels on the risk of hospitalization of ER patients with this disease.

87

88 METHODS

89  We recruited 146 adult patients with a SARS-CoV-2 infection at the entry to the ER of
90  Hospital Universitario Rio Hortega (Valladolid), Spain, confirmed by either a positive
91  PCR test or an N-antigen rapid test on a nasopharyngeal swab, in January and February
92  2022. The study was approved by the “Comite de Etica de Investigacion Valladolid
93  Oeste” (Ref. P1055-20). Informed consent to participate was obtained for each patient or

94  legal representative. We obtained EDTA plasma in the first 24 hours following admission
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95 to the ER. The presence of N-antigenemia was tested in the plasma samples by the
96  Panbio® COVID-19 Ag Rapid Test Device from Abbott (Chicago, IL, USA), which has
97  been previously employed with this scope [3] [4]. To rule out obtaining unspecific results,
98  we evaluated it on 120 plasma samples from patients with no SARS-CoV-2 infection (20
99  healthy controls, 23 SIRS, 33 patients with infection, 26 with sepsis and 18 with septic
100  shock). Only one patient with septic shock tested positive. Anti-SARS-CoV-2 S1 IgG
101  antibodies were profiled in the same samples using the SARS-CoV-2 IgG 1I
102 Quant/SARS-CoV-2 IgG assays from Abbott. A multivariable logistic regression analysis
103  model was built to evaluate the association of a positive rapid N-antigen test in plasma or
104  anti-SARS-CoV-2 S1 IgG levels with hospitalization (staying at the hospital for at least
105 two days). Adjusting variables covered the most important factors influencing
106  hospitalization, including age, sex, living in a nursing home, burden of comorbidities
107  (Charlson Comorbidity Index), vaccination status, severity (National Early Warning
108  Score, NEWS) and anti-SARS-CoV-2 N IgG levels to control the influence of prior
109 SARS-CoV-2 infections (Table S1).We next split the cohort into three groups based on
110 the presence/absence of a positive rapid N-antigen test in plasma and levels of antibodies
111 to further assess their impact on the risk of hospitalization: [N-Ag (-) and High anti-S1],
112 [N-Ag (+) or Low anti-S1] and [N-Ag (+) and Low anti-S1]. The threshold for
113 differentiating low and high antibody levels was obtained by calculating the optimal
114  operating point in the area under the receiver operating characteristic to predict
115  hospitalization (2821 AU/mL) ( Figure S1) [6].
116
117
118

119

253




RENDIMIENTO CIENTIFICO Amanda de la Fuente Vazquez

120 RESULTS

121 146 patients were studied, of whom 71 (48%) were in the [N-Ag (-) and High anti-S1],
122 52 (36%) were in the [N-Ag (+) or Low anti-S1], and 23 (16%) were in the [N-Ag (+)
123 and Low anti-S1] (Table S2). The cohorts were similar in age and gender composition.
124  The presence of comorbidities was also similar, being chronic liver disease and
125  hypertension significantly more frequent in the [N-Ag (+) and Low anti-S1] group than
126  inthe [N-Ag (+) or Low anti-S1] group. Besides, the prevalence of active neoplasia was
127  the highest in the [N-Ag (+) and Low anti-S1] group. Regarding vaccination, patients in
128  the [N-Ag (-) and High anti-S1] group were those who had received more frequently at
129  least two doses of the SARS-CoV-2 vaccine (94.40%). In contrast, less than half of the
130  patients in the [N-Ag (+) and Low anti-S1] group had received at least two doses. Patients
131  in the [N-Ag (+) and Low anti-S1] group showed higher NEWS scores than the patients
132 in the other groups. In addition, these patients needed more frequent oxygen treatment
133 (Table S2). As depicted in Figure 1, panel A, 61% of patients in the [N-Ag (+) and Low
134 anti-S1] group had bilateral pulmonary infiltrates, in contrast to 23% of those patients in
135  the [N-Ag (+) or Low anti-S1] group and 10% of those patients in the [N-Ag (-) and High
136  anti-S1] group. In turn, the vast majority of patients of the [N-Ag (+) and Low anti-S1]
137  group needed hospitalization (87%), while only 35% and 28% needed it in the [N-Ag (+)
138  or Low anti-S1] and the [N-Ag (-) and High anti-S1] groups respectively (Figure 1, Panel
139  B). Similarly, patients of the [N-Ag (+) and Low anti-S1] group showed the highest
140  mortality (30%) (Figure 1, panel C). The multivariable analysis revealed that those
141  patients presenting at the ER with a positive rapid N-antigen test in plasma and low anti-
142 SARS-CoV2 S1 IgG antibodies had a higher risk of hospitalization, independently of age,
143 gender, institutionalization at a nursing home, the Charlson Index, NEWS, the levels of

144 Anti-N IgG antibodies and vaccination status (Table 1 and Table S3). These patients had
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145  also a higher odd of presenting bilateral pulmonary infiltrates (OR [95%], p: 10.61, [1.89
146 - 59.64], p = 0.007) and dying at the hospital (OR [95%], p: 65.52, [3.22-1331.91]; p =
147 0.006).

148

149 DISCUSSION

150  Searching for factors allowing for early identification of those COVID-19 patients at risk
151  of hospitalization is necessary to early provide these patients with the appropriate
152 respiratory/vital support. This is the first work evidencing a synergistic impact of a
153  positive rapid N-antigen test in plasma with low anti-SARS-CoV-2 S1 IgG on the risk of
154  hospitalization of COVID-19 patients in the ER. Patients with the concomitant presence
155  of both factors were more severe, having an 18-fold higher risk of hospitalization, along
156  with a higher risk of death. Probably, the [N-Ag (+) and Low anti-S1] patients were those
157  truly unable to control viral replication [7] [8], showing systemic dissemination of either
158 the virus or viral components [4] [9] [10]. In fact, previous unpublished data from our
159  group with 374 COVID-19 patients admitted to the ER evidence that a positive result in
160 the rapid test in plasma corresponds to the presence of large concentrations of N antigen
161 (=428 pg/mL, sensitivity = 88%, specificity = 73%, COV-Quanto ELISA).

162  This work poses several limitations, such as the sample size and the fact that it was
163  developed when the “original” Omicron variant was still predominant. In addition, we
164  did not quantify N-antigen levels. Nonetheless, this study demonstrates the potential of
165 the combination of a rapid N-antigen test (easy to run in the ER) with anti-S1 antibody
166  levels to identify a subset of patients admitted to the ER needing hospitalization, which
167  could complement other clinical or biological information. Further works with larger

168  cohorts should confirm these findings.

255




RENDIMIENTO CIENTIFICO Amanda de la Fuente Vazquez

169  Conflict of Interest: JME, MDG, JFBM, FB, and RLI had filled in a patent on
170  antigenemia as a predictor of poor outcomes in COVID-19 (EP20383140). The remaining
171  authors declare no conflicts of interest regarding this work.

172 Funding Source: FSF contract was supported by CIBERES which is an initiative of the
173  Instituto de Salud Carlos III, and by ‘“Programa de donaciones estar preparados;
174  UNESPA” (Madrid, Spain). AdIF contract is financially supported by Instituto de Salud
175  Carlos III (PFIS: F120/00278), co-funded by the European Social Fund (ESF)/Investing
176  in your future. TP contract was supported by Fundacié La Maraté de TV3 (ajudes

177  Economiques a Projectes de Recerca sobre Covid-19 - La Marat6 2020, code 202108-30-
178  31).

179  Contribution: RLI, and JFBM, designed the study and coordinated its implementation.
180 VCR, JAM, SSR, LNFM, CEV, LMVR, ENM recruited the patients and collected the
181  samples. FSF and RLI collected the clinical data. AdIF, FSF, TP and AO developed the
182  laboratory works. AdIF, TP, FSF performed the statistical analysis and wrote the
183  manuscript. JFBM and RLI verified the data. All the authors critically revised the
184  manuscript. All authors had full access to all the data in the study and had final
185  responsibility for the decision to submit for publication.

186  Acknowledgements: the authors thank the funding sources and lab technicians of the
187  microbiology Service for their support in processing the samples analyzed in this study.

188  Ethical statement: the patient or legally authorized representative provided informed
189  consent before enrolment. Scientific and ethical approval of the study protocol was
190 obtained from the “Comite de Etica de la Investigacion con Medicamentos (CEIm) del
191  Area de Salud de Valladolid Oeste” (Ref. CEIm: P1055-20). The work was developed by
192  current Spanish law for Biomedical Research, fulfilling the standards indicated by the

193  Declaration of Helsinki.

256



Amanda de la Fuente Vazquez RENDIMIENTO CIENTIFICO

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

References

[1] Taylor CA, Patel K, Patton ME, Reingold A, Kawasaki B, Meek J, et al. COVID-
19-Associated Hospitalizations Among U.S. Adults Aged >65 Years - COVID-
NET, 13 States, January-August 2023. MMWR Morb Mortal Wkly Rep
2023;72:1089-94. https://doi.org/10.15585/mmwr.mm?7240a3.

[2] Ahava MJ, Kurkela S, Kuivanen S, Lappalainen M, Jarva H, Jadskeldinen AJ.
Detection of SARS-CoV-2 nucleocapsid antigen from serum can aid in timing of
COVID-19 infection. J Virol Methods 2022;302:114469.
https://doi.org/10.1016/j.jviromet.2022.114469.

[3] Almansa R, Eiros JM, de Gonzalo-Calvo D, Postigo T, Ortega A, Lopez-Izquierdo
R, et al. N-antigenemia detection by a rapid lateral flow test predicts 90-day
mortality in COVID-19: A prospective cohort study. Clin Microbiol Infect Off Publ
Eur Soc Clin Microbiol Infect Dis 2022;28:1391.e1-1391.e5.
https://doi.org/10.1016/j.cmi.2022.05.023.

[4

—

Martin-Vicente M, Almansa R, Martinez I, Tedim AP, Bustamante E, Tamayo L, et
al. Low anti-SARS-CoV-2 S antibody levels predict increased mortality and
dissemination of viral components in the blood of critical COVID-19 patients. J
Intern Med 2022;291:232-40. https://doi.org/10.1111/joim.13386.

[5

—

Tajuelo A, Carretero O, Garcia-Rios E, Lopez-Siles M, Cano O, Vazquez M, et al.
Brief Research Report: Virus-Specific Humoral Immunity at Admission Predicts the
Development of Respiratory Failure in Unvaccinated SARS-CoV-2 Patients. Front
Immunol 2022;13:878812. https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.878812.

[6] Almansa R, Ortega A, Avila-Alonso A, Heredia-Rodriguez M, Martin S, Benavides

D, et al. Quantification of Immune Dysregulation by Next-generation Polymerase

257




RENDIMIENTO CIENTIFICO Amanda de la Fuente Vazquez

218 Chain Reaction to Improve Sepsis Diagnosis in Surgical Patients. Ann Surg

219 2019;269:545-53. https://doi.org/10.1097/SLA.0000000000002406.

220  [7] Bermejo-Martin JF, Garcia-Mateo N, Motos A, Resino S, Tamayo L, Ryan Murua
221 P, et al. Effect of viral storm in patients admitted to intensive care units with severe
222 COVID-19 in Spain: a multicentre, prospective, cohort study. Lancet Microbe

223 2023;4:e431-41. https://doi.org/10.1016/S2666-5247(23)00041-1.

224 [8] Bermejo-Martin JF, Gonzalez-Rivera M, Almansa R, Micheloud D, Tedim AP,

225 Dominguez-Gil M, et al. Viral RNA load in plasma is associated with critical illness
226 and a dysregulated host response in COVID-19. Crit Care Lond Engl 2020;24:691.
227 https://doi.org/10.1186/s13054-020-03398-0.

228  [9] Van Cleemput J, van Snippenberg W, Lambrechts L, Dendooven A, D’Onofrio V,
229 Couck L, et al. Organ-specific genome diversity of replication-competent SARS-
230 CoV-2. Nat Commun 2021;12:6612. https://doi.org/10.1038/s41467-021-26884-7.

231 [10] Veyrenche N, Pisoni A, Debiesse S, Bollore K, Bedin AS, Makinson A, et al.

232 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 Nucleocapsid Antigen in Urine
233 of Hospitalized Patients With Coronavirus Disease 2019. J Infect Dis
234 2022;226:812-21. https://doi.org/10.1093/infdis/jiac073.
235
10

258



9

7

RENDIMIENTO CIENTIFICO

Amanda de la Fuente Vazquez

2]

(+) By-N (+) By-N

0L00=d

Aw._ycm MOT  |S-3ue Mo  |S-Hue yBiH
pue 1

pue
() By-N

¢000=d

0c

or

09

08

001

(%) Alepon

LS-ue moT  |S-jue Mo LS-jue ybiH
pue 10 pue
(+) BN (+) BN () By:N
L000>d
a L000>d

0c

or

09

08

001

(%) Ae3s [epidsoy Jo shep Z 2

LS-jue Mo  |S-jue moT  |S-jue yBiH
pue 10 pue
(+) BN (+) BN () BN
L I\ J
2000=d Gr00=d

@

1000 >d

0z

or

09

08

/

(%) sajesyyul Areuownd [esaje|ig

\

259



RENDIMIENTO CIENTIFICO Amanda de la Fuente Vazquez

Figure Legend

1  Figure legend
3 Figure 1. Frequency of bilateral infiltrates in the chest X-ray (A), hospitalization (B) and

4 mortality (C) depending on the presence/absence of a positive rapid N-antigen test and/or

5  high or low levels of anti-SARS-CoV-2 S1 antibody levels.
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Table Click here to access/download;Table;Table 1 RTR.docx &
Univariable (N=146) Multivariable (N=146)
OR CI95% V4 OR CI95% P
Age (years) 1.06 1.04 | 1.09 | <0.001 | 1.04 [1.01| 1.07 | 0.007
Male 2.35 1.19 | 4.62 | 0.013 1.03 |0.35| 3.00 | 0.963
Institutionalization at nursery home 5.54 1.69 | 18.17 | 0.005 0.51 |0.08| 3.25 | 0.474
Charlson Comorbidity Index* 2.55 1.77 | 3.68 | <0.001 | 1.67 [0.99| 2.81 | 0.056
Vaccination (> 2 doses) 0.45 | 0.19 | 1.04 | 0.062 1.18 |0.25| 5.59 | 0.837
NEWS 1.65 1.40 | 1.95 | <0.001 1.41 |1.16| 1.72 | 0.001
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) 096 | 0.81 | 1.14 | 0.646 092 |0.70| 1.21 | 0.568
Combination of rapid N-antigen test in plasma
with anti-SARS CoV-2 S1 IgG
N-Ag (-) and High anti-S1| 1(Ref) 1(Ref)
N-Ag (+) or Low anti-S1| 135 | 0.62 | 2.92 | 0.445 1.66 |0.49| 5.68 | 0.416
N-Ag (+) and Low anti-S1| 17.00 | 4.55 | 63.58 | <0.001 | 18.21 |2.74|121.18| 0.003

Table 1. Univariate and multivariate logistic regression analysis to predict hospitalization
for two or more days. Low anti-S1 means < 2821 AU/mL; high anti-S1 means > 2821 AU/mL.

*Charlson Comorbidity Index without age.

261




RENDIMIENTO CIENTIFICO Amanda de la Fuente Vazquez

Supplementary Material Click here to access/download;Supplementary
Material;Supplementary Material RTR.docx
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Anti-SARS-CoV-2 S1 antibody levels (AU/mL)
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Figure S1. The area under the receiver operating characteristic curve (AUROC) is used to evaluate
the accuracy of the anti-SARS-CoV-2 S1 IgG antibody levels in plasma to predict the absence of
hospitalization following admission to the emergency room. OOP: 2821 AU/ml. AU, Arbitrary units;
OOP, Optimal operating point; Se, sensibility; Sp, Specificity.
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Table S2. Clinical characteristics of patients admitted to the emergency room. Statistics: Continuous
variables are represented as median (interquartile range, IQR) and categorical variables as absolute count
(%). P-values were calculated by the Kruskal-Wallis test for continuous variables and chi-squared tests for
categorical variables. Significant differences are shown in bold. Abbreviations: p-value, level of
significance; COPD, Chronic obstructive pulmonary disease; COVID-19, coronavirus disease- 2019;
NEWS, National Early Warning Score; SpO2/FIO2, oxygen saturation/fraction of inspired oxygen. Low
anti-S1 means < 2821 AU/mL; high anti-S1 means > 2821 AU/MI. *Charlson Comorbidity Index without

age.
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N-Ag () N-Ag () N-Ag () . . .
Clinical characteristics and All patients ) and ) or and ) £ £ v
outcomes High anti-S1 Low anti-S1 Low anti-S1 (0-1) (0-2) (1-2)
0 @ )
No [n (%)] 146 (100.00) 71 (48.60) 52 (35.60) 23 (15.80)
Age (years) [median (IQR)] 55 (34.00) 56 (36.00) 51 (35.00) 73 (25.00) ns ns n.s
Male [n (%)] | 70 (47.90) 29 (40.80) 27 (51.90) 14 (60.90) n.s n.s n.s
Comorbidities [n (%)]
Institutionalization at nursery home 16 (11.00) 11 (15.50) 2 (3.80) 3(13.0) 0.038 n.s n.s
Myocardial Infarction 2(1.40) 1(1.40) 1(1.90) 0 (0.00) n.s n.s n.s
Cardiac Insufficiency 22 (15.10) 10 (14.10) 9(17.3) 3 (13.00) n.s n.s n.s
Peripheral Arterial Disease 10 (6.80) 5(7.00) 3 (5.80) 2 (8.70) n.s n.s n.s
Cerebrovascular disease 10 (6.80) 5(7.00) 3 (5.80) 2 (8.70) n.s n.s n.s
Dementia 18 (12.30) 11 (15.50) 5(9.60) 2 (8.70) ns ns ns
Chronic pulmonary disease 32(21.90) 13 (18.30) 11 (21.20) 8(34.80) ns ns ns
COPD 10 (6.80) 3(4.20) 4(7.70) 3(13.00) n.s n.s n.s
Chronic liver disease 4(2.70) 2 (2.80) 0 (0.00) 2(8.70) n.s n.s 0.031
Diabetes Mellitus 23 (15.80) 11 (15.50) 7(13.50) 5(21.70) n.s n.s n.s
Chronic renal disease 6 (4.10) 5(7.00) 0 (0.00) 1(4.30) n.s n.s n.s
Hypertension | 36 (24.70) 18 (25.40) 9(17.30) 9 (39.1) ns ns 0.041
Dyslipidemia | 27 (18.50) 17 (23.90) 5 (9.60) 5(21.70) 0.041 ns ns
Active malignant neoplasm 42.7) 0(0.00) 0 (0.00) 4 (17.40) n.s <0.001 0.002
Previous COVID-19 | 14 (9.60) 11 (15.50) 2 (3.80) 3 (4.00) 0.038 ns ns
Vaccination (> 2 doses) | 119 (81.50) 67 (94.40) 41 (78.80) 11 (47.80) 0.009 | <0.001 | 0.007
Severity Level
22 days "fh“piﬁ‘ll (ir);]/ 58 (39.70) 20 (28.20) 18 (34.60) 20 (87.00) ns <0.001 | <0.001
Hospital stay [median (IQR)] | 0 (6.00) 0 (2.00) 0 (3.50) 7(9.00) ns <0.001 | <0.001
Hospital mortality [n (%)] 16 (11) 5(7.00) 4(7.70) 7 (30.40) n.s 0.003 0.010
Charlson C"mﬁ:ii:iia‘i’l }‘Ilg%’; 0 (2.00) 2 (6.00) 0 (1.00) 1(2.00) ns 0.045 | 0.013
Glasgow Scale [median (IQR)] 15 (0.00) 15 (0.00) 15 (0.00) 15 (0.00) n.s n.s n.s
NEWS [median (IQR)] | 2.50 (5.00) 2 (3.00) 2.50 (6.00) 5 (6.00) ns <0.001 | 0.022
Measurements at emergency room
admission
SpO2/FIO? ratio ['I‘I%il'g']‘ ?2636.5617) 466.67 (23.81) | 464.28 (27.38) | 457.14 (54.76) ns ns ns
Need supplemental ‘[’:{‘%‘; 45 (30.80) 14 (19.70) 17 (32.70) 14 (60.90) n.s <0.001 | 0.022
Bilateral pulmonary ‘“?:;f}/?ﬁ 33 (22.60) 7(9.90) 12 (23.10) 14 (60.90) 0.045 | <0.001 | 0.002
Rapid N-antigen test (+) [n (%)] 33(22.80) 0(0.00) 10 (19.6) 23 (100.00) <0.001 <0.001 <0.001
Anti-SARS-CoV-2 "[' nﬂigéfgg‘;{%} 0.05 (0.32) 0.10 (0.82) 0.03 (0.13) 0.04 (0.16) 0013 | 0.026 ns
<2821 AU/mL A“‘;Sl’?gGs'[i"()Z)z] 64 (43.80) 0(0.00) 41 (78.8) 23(100.00) | <0.001 | <0.001 | 0.017
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Univariable (N=146) Multivariable (N=146)

OR CI95% V4 OR CI95% 4
Age (years) 1.06 | 1.04 | 1.09 | <0.001 | 1.04 | 1.01 | 1.07 0.009
Male 235 | 1.19 | 462 | 0013 | 1.10 | 0.38 | 3.17 0.856
Institutionalization at nursery home 554 | 1.69 | 18.17 | 0.005 | 0.48 | 0.07 | 3.04 0.434
Charlson Comorbidity Index* 2.55 1.77 | 3.68 | <0.001 | 1.50 | 0.92 | 2.47 0.106
Vaccination (= 2 doses) 045 | 0.19 | 1.04 | 0.062 | 0.99 | 022 | 4.41 0.986
NEWS 1.65 | 1.40 | 1.95 | <0.001 | 1.41 | 1.17 | 1.70 | <0.001
Anti-SARS-CoV-2 N IgG (AU/mL) 096 | 0.81 | 1.14 | 0.646 | 0.90 | 0.69 | 1.18 0.461
Rapid N-antigen test (+) in plasma
with anti-SARS-CoV-2 S1 IgG (< 1491 | 4.18 | 53.22 | <0.001 |13.09| 2.42 | 70.68 | 0.003
2821 AU/mL)

Table S3. Univariate and multivariate logistic regression analysis to predict hospitalization for two
or more days. In this analysis, the [N-Ag (+) and Low anti-S1] group was compared against the two
remaining groups merged together [N-Ag (-) and High anti-S1] and [N-Ag (+) or Low anti-S1].
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Highlights

e There is a need for early detection of COVID-19 patients at risk of
hospitalization

e Concomitant profiling of viral and host parameters could help to this regard

e A positive rapid N-antigen test in plasma with low S1-IgG predicts

hospitalization
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Comunicaciones internacionales

Sepsis Update 2023-11th International Congress
Weimar (Alemania). 6-8 de septiembre de 2023.

Poéster: “Antigenemia and low anti-S1 antibodies at Emergency Room admission predict

hospitalization in COVID-19 during an Omicron-predominant wave” (Abstract 008)

Amanda de la Fuente, Tamara Postigo, Alicia Ortega, Marta Dominguez-Gil Gonzalez, Raul

Lopez Izquierdo, Jesus F Bermejo-Martin

20th Congress of the European Shock Society
Viena (Austria). 21-23 de septiembre de 2023.

Comunicacion oral: “The combination of CRP and PCT improves the identification and severity

stratification of infection in surgical patients” (Abstract 147).

Amanda de la Fuente, Jaime Lopez-Sanchez, Luis Mario Vaquero-Roncero, Tamara Postigo,

Maria Merino Garcia, César Aldecoa, Jesus F Bermejo-Martin

The European Emergency Medicine Congress
Berlin (Alemania). 15-19 de octubre de 2022.

Pdster: “N-antigenemia at emergency room admission predicts 30-day mortality in covid-19

during an omicron predominant period: an observational cohort study”.

Jesus Alvarez-Manzanares, Amanda de la Fuente, Francisco Sanus Ferri, Marta Dominguez-
Gil, Jose Maria Eiros, Virginia Carbajosa Rodriguez, Tamara Postigo, Susana Sanchez
Ramon, Alicia Ortega, Laura N. Fadrique Millan, Jesus F Bermejo-Martin, Raul Lopez-

Izquierdo
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Salamanca, 13 de junio de 2024

Poéster: “Synergistic impact of N-antigenemia profiled by a rapid antigen test low anti-S1

antibodies on the risk of hospitalization in COVID-19”

Amanda de la Fuente, Tamara Postigo, Marta Dominguez-Gil, Alicia Ortega, Luis Mario
Vaquero-Roncero, Carmen Esteban-Velasco, Elena Navarro-Matias, Ferran Barbé, Jesus F.

Bermejo-Martin, Raul Lopez-lzquierdo

X JORNADAS DE INVESTIGADORAS DE CASTILLA Y LEON. LA AVENTURADE LA
CIENCIA Y LA TECNOLOGIA

Valladolid, 18-19 de abril de 2024.

Péster: “Synergistic impact of innate immunity hyper-activation and endothelial dysfunction on

the magnitude of organ failure in the infection-sepsis continuum"

A. de la Fuente, M. Merino Garcia, M.E. Sanchez Barbados, J. Lépez-Sanchez , C. Aldecoa,

J.F. Bermejo-Martin

I Reunién nacional grupo de trabajo de infecciones perioperatorias
Bilbao, 25-27 de enero de 2024

Ponencia principal: “Diagnéstico precoz: actualizacion en marcadores”
Facilitador: César Aldecoa Alvarez de Santullano

Amanda de la Fuente y Carlos Garcia Palenciano
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Jornada CIBERES-INFEC
Madrid, 15 y 16 de junio de 2023

Péster: “Low anti-s1 antibodies and antigenemia at emergency room admission predict

hospitalization in covid-19 during an omicron-predominant wave”.

Amanda de la Fuente Vazquez, Tamara Postigo, Jesus Alvarez Manzanes, Marta

Dominguez-Gil Gonzalez, Jesus Bermejo-Martin, Raul Lopez Izquierdo

Il Jornada de encuentro entre grupos de investigacion del IBSAL
Salamanca, 13 de junio de 2023

Pdéster y comunicacion oral: “BIO-5: A combination of biomarkers of endothelial dysfunction

and innate immunity to improve identification and severity of infection in surgical patients”.

Amanda de la Fuente, Jaime Lépez-Sanchez, Luis Mario Vaquero-Roncero, Maria Merino

Garcia, César Aldecoa, Jesus F Bermejo-Martin

IX JORNADAS DE INVESTIGADORAS DE CASTILLA Y LEON. LA AVENTURADE LA
CIENCIA Y LA TECNOLOGIA

Salamanca, 9-10 de febrero de 2023

Poster: “Cuantificacion de 10 biomarcadores con un test rapido como herramienta para

identificar los pacientes postquirurgicos con riesgo de sepsis”.

A. de la Fuente, M. Merino Garcia, M.E. Sanchez Barbados, C. Esteban-Velasco, C. Aldecoa,

J.F. Bermejo-Martin

XV Congreso Sepsis Valladolid-Gtipo,
Valladolid, 10-12 de noviembre de 2022

Comunicacion oral y péster: “la cuantificacion de 10 biomarcadores con un test “a pie de cama”
como herramienta para identificar los pacientes postquirdrgicos con riesgo de infeccién y
sepsis” (ISBN 978-84-09-45716-8).
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Amanda de la Fuente, Cesar Aldecoa, Luis Mario Vaquero Roncero, Maria Merino Garcia,

Jaime Lépez Sanchez, Jesus F Bermejo-Martin

XXXIl Congreso Nacional SEMS
Vigo, 8-10 de junio de 2022

Poster: “Uso de la antigenemia y de los anticuerpos anti-SARS-CoV-2 en un servicio de

urgencias hospitalario”

J Alvarez Manzanes, A De la Fuente Vazquez, M Dominguez-Gil Gonzélez, F Sanus Ferri, J

Bermejo Martin, R Lépez Izquierdo

Premios

Premio “Specialty Area Company Award in the field of biomarkers of disease/organ
dysfunction and related topics” en el 20th Congress of the European Shock Society celebrado
en Viena (Austria) del 21-23 de septiembre de 2023.

Primer premio Dr. Juan Navia a la Mejor Comunicacion Oral en el XV Congreso Sepsis
Valladolid-Gtipo, celebrado en Valladolid del 10-12 de noviembre de 2022.
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HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
PROYECTO: “Validacion de una escala molecular de fallo de 6rgano (mSOFA) para mejorar la deteccion de
sepsis y shock séptico utilizando un inmunoensayo basado en la microfluidica (SIMPLE-SEPSIS)
Servicio: Anestesiologia y Reanimacion y Grupo Biosepsis. Hospital Universitario Rio Hortega.
INVESTIGADORES RESPONSABLES: Dr. César Aldecoa (983 42 04 00 ext 83592), Dr. Jesus Fco. Bermejo Martin.

Introduccion.

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacién en el que se le invita a participar. Su
participacion es voluntaria. Por favor, tdmese el tiempo que necesite para leer la siguiente informacién y consultar lo que
desee. Preguntele al investigador de este estudio si hay algo que no le queda claro o si desea obtener mas informacion.

Objetivo del estudio.
La sepsis es una enfermedad grave que ocurre cuando no se puede controlar una infeccion. En su grado mas extremo
puede causar fallo del funcionamiento de varios 6rganos e incluso la muerte. Esta enfermedad es un problema sanitario

de primer orden. El diagnéstico 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 infeccion grave que pueda ser una sepsis, y poder valorar adecuadamente el grado de
severidad de estos pacientes. Los resultados de estos estudios ayudaran probablemente a diagnosticar y/o tratar de
manera mas precisa a los enfermos con una enfermedad como la suya. Este estudio de investigacion ha sido aprobado
por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Area de Salud Valladolid Oeste.

Procedimientos del estudio y posibles riesgos y molestias.

Su participacion en este estudio conlleva la obtencion y utilizacion de muestras biologicas con fines de investigacion,
para lo que se observara la Ley 14/2007 de investigacion biomédica y el Real Decreto 1716/2011, normativas que
garantizan el respeto a los derechos que le asisten. Al firmar este documento, usted acepta que se utilicen sus muestras
para los fines de este estudio de investigacion.

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

A) Se solicita su autorizacion para la toma y uso en investigaciéon biomédica de muestras de sangre venosa, un total de

25 ml, recogidos en tubos EDTA. En dichas muestras se analizaran niveles de biomarcadores de la siguiente naturaleza:

proteinas, acidos nucleicos humanos y material genético de microorganismos. La donacion de sangre apenas tiene
efectos secundarios: lo mas frecuente es la aparicién de pequefios hematomas en la zona de puncién que desaparecen
transcurridos 1 o 2 dias.

B) Las muestras y los productos obtenidos de las mismas seran custodiados en la Unidad de Investigacion del Hospital
Universitario Rio Hortega, bajo la responsabilidad del Dr. Jesus Fco. Bermejo Martin, investigador principal del Grupo de
BIOSEPSIS. También se archivaran los aislados procedentes de las muestras utilizadas para el diagndstico
microbiolégico. En el laboratorio de Biosepsis se realizaran las técnicas necesarias para la consecucion de los fines
cientificos de la linea de trabajo arriba expuesta. Sus muestras seran incluidas en una colecciéon de muestras
permanente, que sera dada de alta en el Registro Nacional de Biobancos.

C) Los datos personales asociados a las muestras seran tratados segun lo dispuesto en la legislacion vigente sobre
proteccién de datos de caracter personal. La informacién obtenida se almacenara codificada en una base de datos, en
soporte informatico. Se solicita su consentimiento para, si fuera necesario, recoger datos de la evolucion de su episodio
actual en el sistema de informe de historia clinica del Hospital Universitario Rio Hortega de Valladolid.

Participacion y retirada voluntarias

Usted puede decidir libremente si desea o no tomar parte en este estudio, la participacion es totalmente voluntaria. Si
decide participar, tiene la posibilidad de retirarse en cualquier momento, sin tener que dar explicaciones, y sin
penalizacién alguna ni consecuencias negativas para Ud. Si cambiara de opinién en relacién con sus muestras o sus
datos, tiene derecho a solicitar su destruccion o anonimizacion, a través del investigador principal de la coleccion. No
obstante, debe saber que los datos que se hayan obtenido en los andlisis realizados hasta ese momento podran ser
utilizados para los fines solicitados y podran conservarse en cumplimiento de las obligaciones legales correspondientes.

Se entrega copia de este documento al paciente 1
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Posibles beneficios

No se espera un beneficio directo por su participacién en el estudio. Sin embargo, la informacion que se obtenga de este
proyecto de investigacion puede contribuir al avance médico y podria ayudar a otros pacientes en el futuro. No percibira
ningun beneficio econémico por la donacién de las muestras y la cesion de los datos proporcionados, ni tendra derechos
sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos que puedan conseguirse como resultado de la
investigacion efectuada.

Uso futuro de las muestras

Si usted consiente, una vez finalizada la investigacion, las muestras y/o la informacion clinica asociada a las mismas
podran ser utilizadas por el grupo de investigacion en estudios futuros relacionados con la identificacion de
biomarcadores de uso clinico en pacientes con infeccion y sepsis, la deteccion de patégenos, asi como con aspectos
relacionados con los mecanismos fisiopatolégicos de esta enfermedad.

Las muestras también podran ser cedidas a terceros (investigadores de otros centros o empresas) de forma totalmente
anonimizada, siempre al servicio de proyectos que tengan alta calidad cientifica destinados al desarrollo de técnicas
basadas en biomarcadores o en la deteccidon de patégenos para mejorar el diagndstico precoz y el manejo clinico de la
sepsis. Existe la posibilidad de que estas técnicas puedan ser explotables comercialmente. En estos casos, se solicitara
antes autorizacion al Comité Etico de Investigacion Clinica del Area de Salud Valladolid Oeste.

Usted podra dirigirse al responsable de la coleccién para obtener informacién de los proyectos en los que se hayan
utilizado sus muestras.

Los datos que se deriven de la utilizacion de estas muestras en futuras investigaciones se trataran del mismo modo que
el resto de datos.

Proteccion de datos y confidencialidad

Toda la informacion sobre sus resultados se tratara de manera estrictamente confidencial. Sus datos estaran
identificados mediante un cédigo, de manera que no incluya informacién que pueda identificarle, y sélo el equipo
investigador podra relacionar dichos datos con usted. El equipo investigador asume la responsabilidad en la proteccion
de datos de caracter personal. Tanto sus muestras como sus datos se mantendran bajo las condiciones de seguridad
adecuadas y se garantiza que los sujetos no podran ser identificados a través de medios considerados razonables por
personas distintas a las autorizadas.

Si los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacion en revistas cientificas, en ningin momento se
proporcionaran datos personales de los participantes en esta investigacion. Sus datos personales estaran protegidos de
acuerdo con lo establecido en Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccién de Datos Personales y garantia
de los derechos digitales y el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo y del Consejo de 27 abril de 2016 de
Proteccion de Datos (RGPD), teniendo derecho a acceder, rectificar o cancelar sus datos, y limitar el tratamiento de
datos que sean incorrectos, solicitar una copia o que se trasladen a un tercero los datos que Ud. ha facilitado para el
estudio. Para ejercitar sus derechos, ha de dirigirse al investigador principal del estudio cuyos datos se especifican al
principio de este documento. Asimismo, tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccién de Datos si no quedara
satisfecho.

Informacion sobre resultados
Es posible que los estudios realizados sobre sus muestras aporten informacion relevante para su salud o la de sus

familiares. En el caso de que usted lo solicite, al final del estudio y de acuerdo con el articulo 27 de la Ley 14/2007 de
Investigacion Biomédica, se le podra facilitar informacién sobre los resultados de este trabajo de investigacion.

Se entrega copia de este documento al paciente 2
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE POR ESCRITO.
Estudio: SIMPLE-SEPSIS.

“Validacion de una escala molecular de fallo de 6rgano (mSOFA) para mejorar la deteccion de sepsis y shock
séptico utilizando un inmunoensayo basado en la microfluidica.

Yo,

(nombre y apellidos del paciente 6 representante legal)

He leido la informacién que me ha sido entregada.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.
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 v libre para:

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

0O SI'NO

- Consiento en el uso futuro de los datos o las muestras que se han recogido en el presente estudio de investigacion
para realizar otras investigaciones relacionadas con la especialidad médica o el area de investigacion del presente
estudio por parte de los investigadores del grupo.

O sl O NO

- Consiento en que en el futuro se acceda de nuevo a mi historia clinica para recoger datos que se consideren
importantes para realizar otras investigaciones relacionadas con la especialidad médica o el area de investigacion del
presente estudio

O sl O NO

- Consiento la cesién de mis datos o muestras a otros investigadores o a empresas para desarrollar estudios
relacionado con el area de investigacion del presente estudio, previa autorizacién del Comité Etico de Investigacion
Clinica del Area de Salud Valladolid Oeste.

J SI' 0 NO

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.

FIRMA DEL INVESTIGADOR NOMBRE Y APELLIDOS FECHA

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

Yo revoco el consentimiento de participacion en el
estudio SIMPLE-SEPSIS arriba firmado con fecha
Firma:

Se entrega copia de este documento al paciente 3
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