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1 Einleitung

Die Sepsis ist ein medizinischer Notfall. Sie ist die schwerste Verlaufsform einer Infektion und
mundet unbehandelt oder unerkannt in einem septischen Schock und einem Multiorganversagen mit
hoher Letalitat!. Bereits im 8. Jahrhundert vor Christus findet sich der Begriff in Gedichten von
Homer?. Das Substantiv onnedov ([sepedon] die Faulnis) und das Verb onrw ([sepo] ich verderbe)
werden spater von Hippokrates, Aristoteles und Galen verwendet?. Auch ohne exakte Kenntnis von
infektiologischen oder immunologischen Prozessen wurde schon vor mehr als 2500 Jahren der

todliche Charakter der Erkrankung erkannt®,

1.1 Evolution der Sepsis-Definition

1989 erfolgte durch Roger Bone der erste Versuch, die Sepsis mittels Diagnosekriterien zu definieren.
Fir Klinische Studien, insbesondere fir therapeutische Interventionsstudien, sollte dadurch das
Krankheitsbild Gber eine klare Definition erfasst und eingegrenzt werden konnen*. Wenige Jahre
spater fihrte die Society of Critical Care Medicine und das American College of Chest Physicians
das ,,Systemic Inflammatory Response Syndrome* (SIRS) ein und definierte es als eine generalisierte
Entziindungsreaktion des Organismus, jedoch unabhangig von einem Ausldser®®. Fir die Diagnose
eines SIRS miissen zwei oder mehr der folgenden Vital- oder Laborparameter von der Norm
abweichen: Kdrpertemperatur, Atemfrequenz, Herzfrequenz und Leukozytenzahl im peripheren Blut.
Wird diese systemische Wirtsreaktion (SIRS) durch eine Infektion ausgel6st, liegt geméaR der
,Sepsis-1¢ Definition eine Sepsis vor®. Sepsis wird somit als Syndrom verstanden, dass sich aus

klinischen Symptomen und messbaren Labor- und Vitalparametern zusammensetzt’.

Das Konzept, die Sepsis als Syndrom aus SIRS und Infektion zu erfassen war im klinischen Alltag
grundsatzlich einfach umzusetzen, erfasste jedoch félschlicherweise die Mehrheit der Patient:innen
mit einer akuten Infektion als septisch®. Zudem machten es die binar (ja/nein) auszuwertenden vier
SIRS-Kriterien nicht madglich, eine differenzierte Beurteilung des Schweregrades der
Entziindungsreaktion anzustellen®. Deshalb wurde die Definition um die Begriffe ,,schwere Sepsis*
und den ,,septischen Schock™ erweitert: Liegt zusétzlich zur Sepsis eine Hypotension und/oder eine

durch Hypoperfusion bedingte Organdysfunktion, beispielsweise eine akute Nierenschéadigung, vor,
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ist die Definition einer schweren Sepsis erfillt. Persistieren Hypotension und/oder Hypoperfusion

auch nach einer adaquaten Volumensubstitution, besteht gemaR der Definition ein septischer Schock®.

Die unscharfe und nicht vereinheitlichte Definition von Hypotension und Hypoperfusion erwies sich
jedoch nicht nur in der klinischen Routine als problematisch, sondern fiihrte auch in der Auswertung
von klinischen Studien zu heterogenen Kohorten und Ungenauigkeiten®. Dies und der gleichzeitig
rasche Zuwachs an pathophysiologischen Erkenntnissen zur Entstehung der Sepsis, machten eine
weitere Anpassung der Definition nétig't. Diese Anpassung erfolgte 2001 mit einer umfangreichen
Erweiterung um klinische und laborchemische Parameter zur ,.Sepsis-2“-Definition'? (siehe
Tabelle 1) und schlieflich 2016 zur ,, Third International Consensus Definition for Sepsis and Septic

Shock* (Sepsis-3)’.

Sepsis-3, die aktuell giiltige Definition, definiert die Sepsis als lebensbedrohliche Organdysfunktion,
verursacht durch eine fehlregulierte Immunantwort des Wirtes auf eine Infektion”?, und koppelt
somit die zugrundeliegende Infektion direkt an die durch sie resultierende Organdysfunktion. Um
diese Organdysfunktion objektiv zu erfassen, wurde der Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) Score in die Definition aufgenommen®3. Mittels Labor- oder Vitalparametern erfasst der
SOFA-Score sechs Organsysteme (Atmung, Blutgerinnung, Leber, Herz-Kreislauf, Zentrales
Nervensystem und Niere), wobei jedes Organsystem durch einen quantifizierenden Punktwert
betrachtet wird. Mit zunehmender Abweichung dieser Parameter von Normwerten bzw.
Referenzbereichen erfolgt eine Steigerung der Punktzahl (0-24 Punkte). Die so quantifizierbare
Organdysfunktion ermdglicht — im Sinne der Definition — die Identifikation einer Sepsis: Kommt es
im Rahmen einer Infektion zu einem Anstieg des SOFA-Scores um >2 Punkte liegt eine Sepsis vor
(siehe Tabelle 2, Seite 5). Die Entitét der ,,schweren Sepsis“ wurde obsolet. Der Begriff ,,septischer
Schock® wurde fiir eine Subgruppe von Sepsis-Patient:innen reserviert, die aufgrund von
zirkulatorischen, zellularen oder metabolischen Storungen eine erhéhte Sterblichkeit aufweisen’. Die
Diagnosekriterien der Sepsis-3 Definition sind erfillt, falls - trotz addquater VVolumensubstitution -
eine anhaltende Hypotonie vorliegt. Richtgrofie ist hier ein mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) von
<65 mmHg, ein erhdhtes Serumlaktat von >2 mmol/L und/oder, ob die Gabe von Katecholaminen

notig wird’.



Tabelle 1: Evolution der Sepsis Definition

Sepsis-1 (1991)°

Sepsis-2 (2001)*?

Sepsis-3 (2016)’

Definition gemaR Publikation*

“Sepsis is the systemic inflammatory
response to infection. In association
with infection, manifestations of
sepsis are the same as those defined
for SIRS.”

“The current concepts of sepsis
(=Sepsis-1), severe sepsis, and
septic shock seem to be robust
definitions and should remain as
described 10 years ago (...) Signs
and symptoms of sepsis are more
varied than the initial criteria
established in 1991.”

“Sepsis is defined as life-
threatening organ dysfunction
caused by a dysregulated host

response to infection.”

Diagnose Kriterien der Sepsis

Systemische Inflammations-antwort
(Systemic Inflammatory Response
Syndrom, SIRS) auf eine Infektion.
Fir die Diagnose eines SIRS
mussen =2 der folgenden Kriterien
erflllt sein:

Temperatur (<36,0°C oder> 38,0°C),
Herzfrequenz (> 90/min),
Atemfrequenz (>20/min oder
Pa02<32mmHg), Leukozytenzahl
(=12.000/pl oder < 4000/pl oder >10
% unreife Granulozyten im
Differentialblutbild)

Gesichertes Vorliegen oder Verdacht
auf eine Infektion in Kombination mit
pathologischer Veranderung der
folgenden Parameter bzw. klinischen
Zeichen**:

Korpertemperatur, Herzfrequenz,
Atemfrequenz, Bewusstseinslage,
Blutdruck, Flissigkeitsbilanz,
Odeme, Blutzucker (sofern kein
Diabetes vorliegt), Leukozytenzabhl,
CRP, PCT, gemischt vendse
Sauerstoffsattigung, Herzindex,
Hypoxamie, Kreatinin, INR, aPTT,
Thrombozytenzahl, Bilirubin, Lactat,
Rekapillarisierungszeit,
Marmorierung der Haut.

Gesichertes Vorliegen oder
Verdacht auf eine Infektion in
Kombination mit einer
Organdysfunktion. Die
Organdysfunktion wird erfasst
durch einen Anstieg des
SOFA-Scores (vgl. Tabelle 2)
um =2 Punkte.

Schwere Sepsis

Sepsis assoziierte Organ-
dysfunktion, Minderperfusion oder
Hypotension, ggf. mit Laktatazidose,
Oligurie und/oder akuter
Bewusstseinsveranderung.

Keine Veranderung gegenuber
Sepsis-1

Entitat der schweren Sepsis
entféllt in Sepsis-3. Die
Quantifizierung der
Organdysfunktion wird iber
den SOFA-Score erfasst.

Septischer Schock

Sepsis-induzierte Hypotonie trotz
angemessener Volumensubstitu-tion,
ggf. mit Laktatazidose, Oligurie
und/oder akuter Bewusst-
seinsveranderung

Der septische Schock ist definiert als
akutes Kreislaufversagen, durch eine
anhaltende Hypotonie ohne eine
andere Genese. Hypotonie ist
definiert als ein systolischer Druck
<90mmHg, einem Mitteldruck
<60mmHg, oder einer Reduktion des
systolischen Drucks >40mmHg
unterhalb des vorbekannten
individuellen Wertes. Die Hypotonie
muss trotz adaquater
Volumensubstitution anhalten.

Der septische Schock ist eine
Unterform der Sepsis mit
erhohter Sterblichkeit. Er wird
definiert als anhaltende
Hypotonie im Rahmen der
Sepsis mit einem Mitteldruck
<65mmHg und/oder einem
erhdhten Serumlaktat. Die
Hypotonie ist refraktar
gegeniber Volumengabe und
macht die Gabe von inotropen
Substanzen nétig.

*Definition in englischer Originalversion, um Unscharfen bei der Ubersetzung zu vermeiden. **Fiir die
entsprechenden Referenzwerte bzw. -bereiche der Parameter siehe Levy et al.*> PCT, Procalcitonin, CRP, C-
reaktives Protein. INR, International Normalized Ratio. aPTT, aktivierte partielle Thromboplastinzeit. PaOy,
SOFA, Sequential Organ Failure Assessment. Modifiziert nach Gyawali et al.**




Die Evolution der Sepsis-Definition tber die letzten 30 Jahre verdeutlicht die Komplexitét, das
Krankheitsbild der Sepsis zu erfassen. Auch die aktuell glltige Definition versteht Sepsis als ein
Syndrom aus Symptomen und Befunden. Dass bisher kein alleiniges und eindeutiges Kriterium zur
Diagnose und somit auch kein Goldstandard gefunden werden konnte, wie beispielsweise ein
Biomarker, zeigt, dass die Diagnose Sepsis weiterhin klinische Einschatzung erforderlich macht. In
der klinischen Routine macht dies die Diagnostik aufwendig und anspruchsvoll. Gleichzeitig deutet
sich an, dass das Syndrom Sepsis eine heterogene Gruppe an Erkrankungen zusammenfasst und eine
weitere Ein- und Abgrenzung von Subgruppen verschiedener Sepsis-Typen vermutlich nétig bzw.

sinnvoll sein wird™®.

Tabelle 2: Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score

Punktzahl
Organsystem
Parameter 1 2 3 4
Atmun < 200 mmHg und <100 mmHg
Pa0,/FiO [r?]mH ] <400 mmHg | <300 mmHg kiinstliche und kunstliche
2 2 9 Beatmung Beatmung
Nervensystem
Glasgow Coma Scale 13-14 10-12 6-9 <6
(GCS)
Dopamin <5 Dopamin > 5 oder Dopamin > 15
oder oder
Her(z[;;:iaésr:?nufésnyisntem MAP < 70 ?gglligg?];n Adrenalin < 0,1 Adrenalin > 0,1
9 mmHg o9 oder oder
pg/kg/min) Dosis)
Noradrenalin < Noradrenalin >
0,1 0,1
Leber
Bilirubin [mg/dI] 12-19 20-59 6,0 - 11, >12,0
Gerinnung
Thrombozyten [ul] < 150.000 < 100.000 < 50.000 < 20.000
12-19 20-34 35-4,9 >50
Niere
Kreatinin [mg/dI] (oder Urin (oder Urin
< 500 ml/d) < 200 ml/d)

Pa0,, Sauerstoffpartialdruck; FiO,, Inspiratorische Sauerstofffraktion; MAP, mittlerer arterieller Blutdruck.
Eine Organschadigung besteht bei akuter VVeranderung des Gesamt-SOFA-Scores um 2 Punkte infolge einer
Infektion. Der SOFA-Basiswert kann bei Patient:innen, bei denen keine Organstérungen bekannt sind, als Null
angenommen werden. Modifiziert nach Singer et al.”.



1.2 Epidemiologie der Sepsis

Die Sepsis ist eine der haufigsten Erkrankungen und Todesursachen weltweit!®. Trotz der Schwere
und Haufigkeit der Erkrankung sind Daten zur Inzidenz und Mortalitit eingeschrénkt bzw. mit
unterschiedlicher Validitat verfigbar. Dies gilt welt- aber auch deutschlandweit!’. Die exakte
Ermittlung von Inzidenz und Mortalitét ist nicht nur abhéngig von einer einheitlichen Definition der
Sepsis, sondern auch von der Qualitat der Datenerhebung. Grundsétzlich muss eine Sepsis als solche
identifiziert worden sein, was nicht nur das Versterben an aber auch mit einer Sepsis einschlief3t. Hat
beispielsweise eine bakterielle Pneumonie einen letalen Verlauf, liegt geméaR der Sepsis-3-Definition

eine Infektion mit Multiorganversagen vor: Die Definition einer Sepsis ist erfillt.

Als Grundlage zur Ermittlung der Inzidenz und Mortalitat dienen in den Industrienationen vor allem
Daten, die auf Vergitungen und Abrechnungen zwischen Krankenversicherungen und
Krankenhausern basieren*®. Eine Uberschatzung der Sepsis-Inzidenz im Rahmen einer méglichen
Uber-Kodierung aus monetiren Aspekten ist hier nicht vollig auszuschlieBen®®. Im Gegensatz dazu
wird die Inzidenz der Sepsis in Entwicklungsléandern in den Statistiken mutmaRglich nicht vollstandig
erfasst?®. Rudd et al. ermittelten mittels multikausaler Todesursachen-Statistiken fiir 2017 weltweit
eine Inzidenz von 677,5 pro 100.000 Personenjahren. Basierend auf diesen Daten erkrankten weltweit
im Jahr 2017 etwa 48,9 Millionen Patient:innen an einer Sepsis, von denen 11 Millionen verstarben?®.
Von dieses Daten ausgehend starb weltweit etwa jeder flinfte Mensch in Zusammenhang mit einer
Sepsis. Fir Deutschland ergaben sich aus dem Modell 279.000 Sepsis Falle fir das Jahr 2017. In
Schweden konnte exemplarisch in einer Analyse von Patient:innendaten fiir die Region Skane aus
dem Jahr 2019 gezeigt werden, dass 51% aller Sepsis Falle auf Frauen entfielen und 78% aller

Patient:innen mindestens eine Komorbiditat aufwiesen®!.

Weltweit l&sst sich eine deutlich riicklaufige Sepsis-Inzidenz feststellen: Fiir den Zeitraum von 1990-
2017 fiel die Inzidenz um 37,0%, die Mortalitat um 52,8%?. In deutschen Krankenhausern jedoch
wurde hingegen basierend auf der Auswertung von Fallpauschalen-Statistiken fiir den Zeitraum von
2007 bis 2013 ein jahrlicher Anstieg der Inzidenz der Sepsis um 5,7% dokumentiert. Gleichzeitig fiel

die Mortalitat um 2,7 %22, Diese teilweise gegenlaufige Entwicklung lasst sich moglicherweise auf



ein erhéhtes Bewusstsein flr die Erkrankung zuriickfihren, beispielsweise durch Medienkampagnen
(#DeutschlandErkenntSepsis) und einer optimierten Diagnostik flr Sepsis. Neben neuen,
Testverfahren, z.B. molekularer Diagnostik?®, kommt auch einer verbesserten bildgebenden
Diagnostik, insbesondere der Computertomographie und ihrer breiteren Verfugbarkeit, zur Sicherung
eines Infektfokus eine starkere Bedeutung zu®*. Gleichzeitig spielen demographische Aspekte eine
Rolle: Das Lebensalter stellt einen erheblichen Risikofaktor flr eine Sepsis dar, so dass mit einem
Anstieg des Durchschnittsalters auch die Inzidenz steigt'’2°. Dennoch bleibt die Sepsis weiterhin eine
der haufigsten Todesursachen: Daher ist die weitere Optimierung der Diagnostik von hoher Relevanz,
um eine frihzeitige Diagnose sowie eine belastbare Prognose fiir den Verlauf der Erkrankung zu
gewadhrleisten. Zusétzlich sollte auch das Bewusstsein und das Wissen zum Thema ,,Sepsis“ bei

medizinischem Personal, aber auch in der Gesamtbevélkerung, weiter gescharft werden.

1.3 Grundlagen der Pathophysiologie der Sepsis

Die ,,Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock* (Sepsis-3) fiihrten 2016
zu einem grundlegenden Wandel im Verstandnis der Sepsis’. Die Definition stellte nicht mehr einen
auslosenden Erreger (Pathogen) in den Fokus, sondern die Reaktion des Wirtes auf die Infektion
(Host Response). Kern des septischen Krankheitsverlaufes ist somit die inaddquate Immunantwort,
die nicht mehr nur der Verteidigung des Organismus dient, sondern diesen zusétzlich schadigt. Somit
ist laut der Sepsis-3 Definition die fehlregulierte Immunantwort der Kern der Sepsis. So ist die
Fehlregulation durch eine Hyperinflammation charakterisiert. Diese kann potenziell ein
Multiorganversagen bis zum Tod auslosen. Auf der anderen Seite, hdufig erst im weiteren Verlauf
der Sepsis, ist eine verheerende Immunsuppression maglich, in deren Folge erhdhte Anfélligkeiten

fur Sekundarinfektionen entstehen?.

Ausloser der Sepsis bleibt die Infektion. Diese verursacht eine Entziindungsreaktion (Inflammation)
des Wirtes. Der Vorgang ist physiologisch und schiitzt den Organismus, solange es diesem gelingt,
den Prozess lokal zu begrenzen'. Ist die Stimulation des Immunsystems jedoch zu stark, wie

beispielsweise im Falle einer fulminanten systematischen Ausbreitung eines Pathogens oder fallt die
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Reaktion des Organismus durch eine UberschieBende Immunantwort zu radikal aus, wird der initial
lokal begrenzte Prozess der Infektion systemisch und der gesamte Organismus ist betroffen. Wird
beispielsweise im Rahmen einer isolierten Gewebeschadigung eine lokal begrenzte Aktivierung der
Gerinnung nétig, ist dies Teil des physiologischen Heilungsprozesses. Kommt es aber durch eine
Uberschiellende Reaktion zu einer systemischen Aktivierung der Blutgerinnung, kann dies in einer
Verbrauchskoagulopathie (disseminierten intravasalen Koagulopathie) mit entsprechenden

Komplikationen minden.

Die initiale Aktivierung des Immunsystems verlduft iiber membransténdige oder intrazellulére Pattern
Recognition Receptors (PRRS) in verschiedenen Zellen des Immunsystems. Die PRR erkennen die
infektionsauslésenden Pathogene durch von diesen exprimierte molekulare Muster (Pathogen-
Associated Molecular Patterns (PAMPs)?’. Beispielhaft seien hier Lipopolysaccharide in der auReren
Zellwand von Gram-negativen Bakterien genannt. Kommt es im Rahmen von Infektion und
Inflammation zu einer Schadigung von Wirtszellen, fihrt dies zu einer Freisetzung von intrazellul&ren
Proteinen, Wirts-DNA und Wirts-Mitochondrien in den interstitiellen Raum und die Blutbahn. Diese
korpereigenen Strukturen werden als Damage Associated Molecular Patterns (DAMPS) bezeichnet
und konnen gleichfalls die PRR aktivieren?. Uber Aktivierung der PRRs werden nachgeschaltete
Signalkaskaden ausgeldst. Fiihrend sind hier der Transkriptionsfaktor NF-xB (Nuclear Factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-Cells) und das Aktivatorprotein-1 (AP-1) zu nennen, welche
Schlisselfaktoren darstellen, um die nachfolgende Entziindungsreaktionen zu koordinieren?,
Wesentlicher Bestandteil dieser Entziindungsreaktion ist die anschliefende Produktion und
Freisetzung mehrerer Zytokine (beispielhaft: Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a), Interleukin-1 und
Interferon-gamma), Chemokine und anderer Mediatoren. Hiertber erfolgt u.a. die Koordination der
angeborenen Immunantwort, in deren Rahmen Makrophagen, Monozyten, neutrophile Granulozyten
und nattrliche Killerzellen an den Ort der Infektion gelenkt werden, um Mikroorganismen und
beschadigte Wirtszellen zu eliminieren und zu beseitigen. Die Zellen des adaptiven (spezifischen)
Immunsystems werden durch die Présentation von Antigenen tber dendritische Zellen an B- und T-
Lymphozyten aktiviert, was zur Bildung von erregerspezifischen Antikdrpern und einem Gedéchtnis

fur nachfolgende Infektionen mit demselben Erreger fihrt!!.



Vorteilhafte Effekte

Pro-inflammatorische Immunreaktion

Lokale Produktion von
Denfensinen und Zytokinen

Aktivierung der Phagozytose

Leukodiapedese durch lokale
Endothel-Aktivierung

Systemische Zytokin-Ausschuttung
und Endothel-Aktivierung,
Kapillarlecksyndrom/Hypotension

Systemische Aktivierung des
Komplementsystems

Disseminierte iniravasale

Anti-inflammatorische Immunreaktion

Regulation und Kontrolle der
Entziindungsreaktion

Entziindungsresolution und
Geweberegeneration

Immunsuppression

Sekundéar-infektionen,
insbesondere durch
opportunistische Erreger und
Virus-Reaktivierung

Schadliche Effekte

Koagulopathie

Abbildung 1: Hyperinflammation und Immunsuppression als Korrelat der dysregulierten Immunreaktion auf
eine Infektion und pathophysiologische Grundlage der Sepsis. Modifiziert nach Giamarellos-Bourboulis
et al.30

Physiologisch missen diese potentiell hoch destruktiven Mechanismen jedoch durch den
Wirtsorganismus nicht nur initiiert, sondern gleichfalls reguliert und gestoppt werden kdnnen. Pro-
inflammatorischen Signalwegen stehen hier anti-inflammatorische Signalwege gegentiber® (
Abbildung 1). Beispielhaft seien hier aktivierte CD4-T-Zellen erwéhnt, die in der Lage sind, zwei
unterschiedliche und antagonistische ,,Zytokin-Profile* auszuschitten: Typ-1-Helfer-T-Zellen
sezernieren Zytokine mit entziindlichen Eigenschaften, darunter TNF-o, Interferon-y und
Interleukin-2. Typ-2-Helfer-T-Zellen sezernieren Zytokine mit meist entziindungshemmenden
Eigenschaften, zum Beispiel Interleukin-4 und Interleukin-10%. Ebenfalls anti-inflammatorische
Effekte werden zuséatzlich durch regulatorische T-Zellen (v.a. durch Transforming-Growth-Factor-
beta, TGF-B, und IL-10) und myeloide Suppressor-Zellen vermittelt®. lhre Proliferation ist mit einer
Immunsuppression und somit einem erhéhten Risiko flr Sekunddrinfektionen bei Patient:innen mit

einer Sepsis verbunden34,



Immunantwort auf Organebene am Beispiel des Endothels

Das Endothel unterstitzt den Prozess der Immunantwort, indem es -vermittelt durch Signalmolekdle
wie E-Selektin, Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) und Intercellular Adhesion
Molecule-1 (ICAM-1) eine Adhasion von Immunzellen am Endothel ermdglicht®. Ebenfalls kann
die Durchlassigkeit des Endothels gesteigert werden, so dass die Diapedese von Leukozyten von der
Blutbahn in das entzindete Gewebe ermdglicht wird. Gleiches gilt nicht nur fiir Zellen des
Immunsystems, sondern auch fiir Plasmabestandteile, wie Boten- und Néhrstoffe. Eine entscheidende
Rolle kommt hier auch der extrazelluldren Matrix zu, die insbesondere fir die Entstehung des

Kapillarleck-Syndrom und die hieraus entstehende Hypotension verantwortlich zu sein scheint®.

Durch die Aktivierung des Endothels kommt es ebenfalls zur vermehrten Freisetzung von
gerinnungsférdernden Mediatoren (beispielhaft: von Willebrand-Faktor, Thromboxanen). Wird
zusétzlich im Rahmen der Entziindungsreaktion das Endothel geschédigt, wird Thromboplastin
(Faktor 111, engl. Tissue Factor) freigelegt, durch welchen zirkulierende Gerinnungsfaktoren aktiviert
werden®’. Dies lost eine Thrombozytenaggregation und -adhdsion sowie eine Stimulation der
Gerinnungskaskade und Bildung mikrovaskularer Thromben aus. MutmaRlich kann es hier das Ziel

des Organismus sein, eine systemische Ausbreitung von Krankheitserregern zu verhindern.

Fehlregulation der Immunantwort und Ubergang der Infektion in die Sepsis

Der entscheidende Punkt des Ubergangs von einer Infektion in eine Sepsis bleibt weiterhin
unvollstandig verstanden. Wie oben dargelegt, wird die Sepsis mittlerweile als eine inadéquate
Immunreaktion interpretiert:  Krankheitserreger, welche die Abwehrmechanismen des
Wirtsorganismus umgangen haben, kénnen sich weiterhin vermehren und somit eine kontinuierliche
Stimulation des Immunsystems aufrechterhalten. Viele der Abwehrmechanismen, die urspriinglich
aktiviert wurden, um den Wirtsorganismus zu schiitzen, schadigen diesen nun mit einer exzessiven
Inflammation, welche im Verlauf in eine nicht weniger gefahrliche, inaddquate Immunsuppression
ubergehen kann*. Geschadigt werden so nicht mehr nur das primar infizierte Gewebe und Organe,

sondern der gesamte Organismus. Alter, Geschlecht, Komorbiditaten, Allgemein- und
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Erndhrungszustand, Medikamente (beispielhaft Immunsuppressiva), (epi-)genetische Faktoren,
Umweltfaktoren, Erregerlast und Erreger-Virulenz, sowie der Ort der Infektion tragen alle zu einer
deutlichen interindividuellen Varianz der Immunreaktion und somit zur Schwere der Erkrankung und
der Prognose bei®®3, Die bereits beschriebene, gleichzeitig einsetzende und im Zustand der
Hyperinflammation weniger offensichtliche antiinflammatorische Reaktion kann ebenfalls zu einer
schweren Dysregulation fiihren und die Funktion der Immunzellen, hdufig erst im weiteren Verlauf
der Erkrankung, inadaquat hemmen34. Es kommt zu einer anhaltenden Immunsuppression, die
klinisch inshesondere mit einer erhohten Anfalligkeit fur Sekundarinfektionen und letztlich erhohter

Morbiditat und Mortalitat einhergeht®! ( Abbildung 1).

Diagnostisches und prognostisches Potential der Pathomechanismen der Sepsis

Insgesamt bieten die hier vorgestellten Pathomechanismen und Signalwege eine umfangreiche
Grundlage fur die Diagnostik der Sepsis®. Gleichzeitig, und fiir die klinische Versorgung hoch
relevant, ergeben sich Mdglichkeiten, eine Prognose flr den Krankheitsverlauf zu ermitteln. Die
durch die Infektion un- oder mittelbar aktivierten Signalkaskaden stellen auf multiplen Ebenen
messbare Biomarker (beispielsweise mRNA, Protein) zur Verfigung und konnen, auch in ihrer
Kombination, genutzt werden, um die Diagnose der Sepsis sowie eine adaquate
Therapieentscheidung und -steuerung zu ermaglichen %4, Mehr als 80% aller Sepsis-Falle beginnen
auRerhalb des Krankenhauses'®#2. Erste Anlaufstelle fiir diese Patient:innen, und somit auch fiir einen
sehr groRen Teil aller Patient:innen mit einer akuten Infektion sind die Notaufnahmen. Insgesamt
werden jahrlich ca. 19 Millionen Patient:innen deutschlandweit in Notaufnahmen versorgt*. Unter
diesen Patient:innen gilt es, jene mit einer Sepsis rasch und préazise zu identifizieren. Somit besteht
fiir die klinische Routine ein hoher Bedarf an verbesserten, schnell einzusetzenden und zuverldssigen

Screening-, Diagnose- und Prognose-Instrumenten.
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1.4 Zusammenhang zwischen Mortalitat und verzogertem Therapiebeginn

In einer Vielzahl an klinischen Studien konnte wiederholt gezeigt werden, dass eine rasche und
aggressive Therapie die Prognose von Patient:innen mit einer Sepsis verbessert#44>, Eckpfeiler
dieser Therapie sind die schnelle und angemessene antibiotische Therapie im Falle einer bakteriellen
Sepsis und, falls indiziert, eine suffiziente Sanierung des Infektfokus und eine adaquate supportive
Therapie, insbesondere in Bezug auf die Kreislaufunterstutzung und Vermeidung von Hypotonie und
Hypoperfusion*®. Die Verzégerung der Antibiotikatherapie stellt einen Risikofaktor fiir die
Steigerung der Letalitat dar*’. Gleichzeitig kann durch eine nicht indizierte Antibiotikatherapie bei
nicht bakteriell bedingter Infektion und durch eine zu aggressive Volumensubstitution Patient:innen
Schaden zugefiigt werden. Exemplarisch sind hier potentielle Nebenwirkungen einer
Antibiotikatherapie und vermehrte Antibiotikaresistenzen erwahnt*®4°, Eine inadaquat hohe und/oder
zu schnell applizierte Volumentherapie kann bei ggf. vorbestehender Herzinsuffizienz zu einer akuten
bzw. lebensbedrohlichen Komplikation fiihren®. Diese Konstellation verdeutlicht einmal mehr, dass
in der Notfallmedizin gerade fiir die zeitkritische Diagnose einer Sepsis, neben einer zuverlassigen
und schnell durchfiihrbaren laborchemischen und bildgebenden Diagnostik vor allem die klinische
Beurteilung, bestehend aus Anamnese, klinischer Untersuchung und dem Einsatz validierter
klinischer Scores, essentiell ist. Gleichzeitig wird aber auch deutlich, dass fir die komplexe klinische,
therapieentscheidend Beurteilung aller Befunde auch der Einsatz hochqualifizierter
Notfallmediziner:innen in Notaufnahmen eine wesentliche Voraussetzung fur eine rasche und

zuverlassige Diagnosestellung, z.B. einer Sepsis, ist.

1.5 Screening und Ildentifikation von septischen Patient:innen in der
Notfallmedizin

Die Surviving Sepsis Campaign (SSC) empfiehlt in ihren internationalen Leitlinien aus dem Jahr
2021 die Ein- und Durchfiihrung eines standardisierten Screenings auf Sepsis®®. Hintergrund ist neben
einer Steigerung der Aufmerksamkeit fiir das Krankheitsbild Sepsis die strukturierte und friihzeitige
Identifizierung von Patient:innen mit einer Sepsis. Zusatzlich, und wesentlich anspruchsvoller,
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mussen aber auch Patient:innen erkannt werden, die erst im weiteren Verlauf eine Sepsis entwickeln
kénnten. Im Gegensatz zu anderen, ebenfalls zeitkritischen medizinischen Notféllen (beispielsweise
Schlaganfall oder Myokardinfarkt) konnen bildgebende Verfahren oder die Bestimmung von
Biomarkern eine Sepsis oder gar den Ubergang einer noch unkritischen Infektion in eine Sepsis nicht

zuverlassig ausschlieRen.
Der klinische Verdacht auf Sepsis

Die Diagnose einer Sepsis hangt mafgeblich auch von der klinischen Beurteilung ab. Diese
Beurteilung erfordert parallel die Evaluation von zwei Dimensionen: (1) Wie hoch ist die
Wabhrscheinlichkeit, dass eine Infektion vorliegt? Dies muss insbesondere in Abgrenzung zu anderen
moglichen Differentialdiagnosen beurteilt werden. (2) Wie schwer ist die/der Patient:in erkrankt? Der
Schweregrad der Erkrankung ist hier zu werten als Einschdtzung des Letalitatsrisikos unter
Einbeziehung vorbestehender Risikofaktoren (z. B. Alter, Komorbiditaten, Immunsuppression, vgl.
auch Abschnitt 1.3) in Kombination mit dem akuten klinischen Zustand der/des Patient:in.

A

Wahrscheinlichkeit einer Infektion

>

Schweregrad der Erkrankung

Abbildung 2: Diagnose der Sepsis als Kombination aus Infektion und Schweregrad der Erkrankung. Die
Ordinate zeigt den Schweregrad der Erkrankung, die Abszisse die Wahrscheinlichkeit einer Infektion. Der
Schweregrad der Erkrankung setzt sich zusammen aus dem aktuellen Zustand des Patienten und aus dessen
vorbestehenden Risikofaktoren (z.B. Komorbiditaten, Alter). Beispiel zur Orientierung: (3) Es besteht klinisch
eine schwere Erkrankung, jedoch keine Infektion. (5) bei sehr hoher Wahrscheinlichkeit einer Infektion und
gleichzeitig schwerem Krankheitshild ist sehr wahrscheinlich von einem septischen Krankheitsverlauf
auszugehen. Modifiziert nach Prescott et al.52.

13



Abbildung 2 stellt die beiden Dimensionen in Form eines Koordinatensystems dar. Findet sich weder
ein Anhalt fir eine Infektion noch ein Anhalt fir eine schwere Erkrankung ((1), ist eine Sepsis
unwahrscheinlich. Besteht mit einer hohen Wahrscheinlichkeit eine Infektion ((2)), ohne dass aktuell
die/der Patient:in kritisch erkrankt ist, steht ausreichend Zeit zur Verfligung, um eine ausfihrliche
mikrobiologische Diagnostik durchzufiihren und im Anschluss die addquate antiinfektive Therapie
zu wihlen. Kann wie am Beispiel Punkt (3) eine Infektion ausgeschlossen werden, aber es besteht
eine akute vitale Bedrohung, missen weitere Differentialdiagnosen geprift werden. Im Falle von
Punkt (5) besteht eine akute vitale Bedrohung und es liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Infektion vor: Hier ist von einem septischen Krankheitsverlauf auszugehen. Hervorzuheben ist Punkt
(4), da er in der notfallmedizinischen Realitat haufig vorliegt: Aufgrund unvollstandiger Diagnostik
und fehlender Befunde, muss die Entscheidung zu einer Therapieeinleitung unter Umsténden gefallt
werden, bevor die Diagnose eindeutig gestellt werden kann und ist dementsprechend méglicherweise

fehlerbehaftet.

In der klinischen Routine erfolgt das Screening auf Sepsis, wenn auch unbewusst, Ublicherweise im
vorgestellten Bezugssystem der Achsen Infektion und Schweregrad (Abbildung 2). Die notwendige
Orientierung auf beiden Achsen erfolgt nicht nur nach dem klinischen Eindruck, sondern auch unter
Hinzunahme von objektiven Parametern. Tabelle 3 gibt einen Uberblick, wie zum einen die
Wabhrscheinlichkeit auf das Vorliegen einer Infektion und zum anderen der Schweregrad der

Erkrankung in der notfallmedizinischen Versorgung ermittelt werden kann.

Identifikation der Sepsis mittels Vitalparameter

Der Uberwiegende Teil der Sepsis-Falle nimmt seinen Ursprung auBerhalb des Krankenhauses®.
Somit erfolgt in den meisten Féllen die erstmalige medizinische Evaluation der betroffenen
Patient:innen durch die Notfallmedizin (insbesondere im Rettungsdienst und in der Notaufnahme).
Neben der Kklinischen Einschatzung stehen Vitalparameter unverziiglich, nicht-invasiv und

kostengiinstig zur Verfligung. Ziel ist dabei, durch eine Abweichung der Vitalparameter von ihren
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Normwerten, einen Ruickschluss auf eine potenzielle Organdysfunktion, z.B. im Rahmen einer Sepsis,

ZU ziehen.

Tabelle 3: Ermittlung der Wahrscheinlichkeit einer Infektion und der Schwere der Erkrankung

Wahrscheinlichkeit einer Infektion

Methodik Beispiele

Anamnese und klinische bzw. | Auskultation der Lunge mit Nachweis von Rasselgerduschen
korperliche Untersuchung als Hinweis auf ein pneumonisches Infiltrat

Bestimmung der

Vitalparameter* Fieber als Hinweis auf Infekt

Leukozytenzahl (WBC), C-reaktives Protein (CRP),
Procalcitonin (PCT) als Hinweis auf einen inflammatorischen
Prozess

Laborparameter und
Biomarker

Nachweis eines Infiltrats im Rontgenthorax, Dreischichtung der

Bildgebung Gallenblasenwand in der Sonographie

Mikrobiologische Befunde

(Kultureller Nachweis) Anzucht von Erregern in primar sterilen Korperflissigkeiten

Nachweis von Erreger-spezifischer DNA/RNA mittels PCR.

Molekularbiologische Befunde Beispielsweise im Nasen- Rachenabstrich.

Schweregrad der Erkrankung

Methodik Beispiele

Anamnese und Erfassung von | Erfassung von Komorbiditaten, medikamentdse

Risikofaktoren Immunsuppression

Klinischer Eindruck Blickdiagnose Hautkolorit (Marmorierung, schweilig)
Bestimmung der Verwendung der Vitalparameter flr prognostische Scores
Vitalparameter* (u.a. gSOFA, NEWS2, CRB-65)

Bestimmung des Serum-Laktats als Marker fir anaeroben
Stoffwechsel

Fir die Orientierung auf den in Abbildung 2 dargestellten Achsen dienen in der notfallmedizinischen Routine
die aufgefiihrten Methoden und Parameter. *Vitalparameter umfassen in der Routineversorgung Ublicherweise:
Herzfrequenz, Korpertemperatur, Atemfrequenz, Blutdruck, Bewusstseinslage (standardisiert erfasst tber die
Glasgow Coma Scale, GCS), Sauerstoffsattigung (via Pulsoxymetrie). PCR, Polymerase Chain Reaction
(Polymerase-Kettenreaktion). NEWS2, National Early Warning Score®® 2. CRB-65, Confusion, Respiratory
rate, systolic Blood pressure, Age >65.

Laborparameter

Ublicherweise handelt es sich hierbei um Atem- und Herzfrequenz, Korpertemperatur, Blutdruck,
und mittels Pulsoxymetrie gemessene periphere Sauerstoffsattigung® . Erganzend sollte zusatzlich

die Bewusstseinslage standardisiert erfasst werden. Zur Objektivierung und somit zur Abschatzung
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ihrer Abweichung von der Norm kénnen die Vitalparameter (ber eine groRe Auswahl an Scores
verrechnet werden. Die ,, Third International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock*
empfiehlt fir Patient:innen mit Verdacht auf eine Infektion die Durchfiihrung des gSOFA-Scores
(quick Sequential Organ Failure Assessment -Score), um eine schlechte Prognose und somit einen
septischen Krankheitsverlauf vorherzusagen’. Sind zwei der drei Variablen positiv, gilt der Score als
positiv (vgl. Tabelle 4). Im Vergleich zum SOFA-Score (vgl. Kapitel 1.1) ist die Durchfiihrung des
Scores nicht abhangig von Laborwerten oder apparativer Diagnostik und kann somit auch

auBerklinisch durchgefihrt werden.

Tabelle 4: quick Sequential Organ Failure Assessment-(QSOFA)-KTriterien

Kriterium* Punktwert
Systolischer Blutdruck < 100 mmHg 1
Veranderte Bewusstseinslage 1
Atemfrequenz = 22/min 1

*sind zwei der drei Variablen positiv, gilt der gSOFA-Score als positiv

Identifikation von Infektionen und Sepsis mittels Biomarkern

Komplementdr zu den Vitalparametern kommen Biomarkern eine entscheidende Rolle fur die
Diagnostik von akuten Infektionen und Sepsis zu. Fir das Krankheitsbild Sepsis liegen aktuell mehr
als 250 verschiedene publizierte Biomarker vor, fir den Grofiteil dieser Marker fehlt jedoch eine
aussagekraftige klinische Evaluation®. Grundsatzlich konnen Sepsis-Biomarker in zwei verschiedene
Kategorien aufgeteilt werden: (1) ,,Host Response*“-Biomarker, die die Wirtsreaktion, hier haufig das
MaR der Inflammation, auf eine Infektion erfassen und (2) ,,Pathogen*“-Biomarker, welche helfen,

den der Infektion zugrundeliegenden Erreger zu identifizieren.

Die Gruppe der Host Response-Biomarker umfasst u.a. Akute-Phase-Proteine, Zytokine, Chemokine,
DAMPs, Endothelzellmarker, Leukozytenoberflichenmarker, nicht-kodierende RNA (ncRNA),
micro-RNA (miRNA), lésliche Rezeptoren sowie Metaboliten und mRNAs (,, Transcriptomics*)3940,
Klinisch und in der notfallmedizinischen Diagnostik fur Erwachsene etabliert sind insbesondere das
C-reaktive Protein und Procalcitonin®.
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Die ,,Pathogen“-Biomarker setzen sich aus Strukturen zusammen, welche ihren Ursprung in dem
Erreger selbst haben. Dieser setzt bei seiner Vermehrung in den meisten Féllen Endo-, Exotoxine
und/oder erregerspezifische DNA frei (PAMPs, vgl. Abschnitt 1.3). Der direkte Nachweis von
mikrobiellen Nukleinséuren ist zunehmend in der klinischen Routine verfiigbar. Beispielhaft seien
hier die Patient:in-nahe (Point of care Testing, POCT) Influenza- und Coronavirus-PCR genannt®’.
Zusétzlich eroffnet sich mit dem Nachweis von Erreger-DNA aus Blut eine weitere Mdglichkeit, die
der kulturellen Anzucht von Erregern allein zeitlich massiv tberlegen ist?®. Eine weitere Methode ist
der Erregernachweis mittels Antigen-Tests, hdufig Schnelltests basierend auf immun-
chromatografischen Assays; als Beispiel sind hier Streptococcus pneumoniae und Legionella spp.
Urin-Antigen-Tests zu nennen“’, Die Durchfiihrung von sogenannten Lateral Flow Assays (LFA,
»Streifentest®) kann — bei technisch addquatem Einsatz — in bestimmten Féllen moglicherweise
vorteilhaft sein, da die Herstellung giinstig und die Durchfiihrung ohne apparative Auswertung

moglich ist.

1.6 Prognoseeinschatzung von Patient:innen mit Sepsis in der Notfallmedizin

In der klinischen Routine spielt neben der raschen Diagnostik und konsequenten Therapieeinleitung
fiir septische Patient:innen auch die Vorhersage des Krankheitsverlaufs (Prognose) eine relevante
Rolle. Die Umsetzung aller aktuell empfohlenen TherapiemaRnahmen®® ist regelmaRig mit einem
hohen personellen, materiellen und organisatorischen Aufwand verbunden®®. Dies gilt insbesondere
auch flr Patient:innen, flr die die Diagnose Sepsis noch nicht gesichert ist, bzw. die Sepsis eine
mogliche Differentialdiagnose darstellt. Diese Gruppe von Patient:innen muss kontinuierlich
tiberwacht werden, ohne sich in dieser Phase bereits zwingend fur die Aufnahme auf eine
Intensivstation qualifiziert zu haben. Wahrend der initialen Diagnostik und Versorgungsphase im
Rahmen der notfallmedizinischen Behandlung kommt der/dem Notfallmediziner:in somit zusétzlich
die Aufgabe zu, die generell knappen Ressourcen adaquat zu verteilen®. Dies betrifft nicht nur die
Entscheidung zwischen einer intensivmedizinischen versus einer ,,konventionellen* stationdren
Aufnahme. Auch die Entscheidung zu einer Entlassung mit ggf. Verlaufskontrolle im ambulanten
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Sektor ist eine mogliche Option, falls die Verdachtsdiagnose einer Sepsis nicht zutrifft und nur ein
,.benigner Infekt oder eine nicht-infektiose Erkrankung vorliegt®. Fir diese Entscheidung stehen
zwischen den drei genannten Versorgungsstufen (ambulant/stationdr/intensivmedizinisch) bisher
kaum validierte Methoden zur Verfligung®. Erwéhnt sei hier der CRB-65 als ein Score, der gemaf
Leitlinie® eine Orientierungshilfe bezuiglich der indizierten Versorgungsstufe fiir das Krankheitsbild
der ambulant erworbenen Pneumonie gibt. Biomarker, die diese Entscheidung unterstiitzen kénnten,
stehen nur sehr eingeschrankt zur Verfigung. Es liegen Daten flir Serum-Laktat und Serum-Laktat
Clearance (Abfall des Serum-Laktat unter supportiver Therapie) vor, die die Prognose unterstiitzen®,
Gerade fur die notfallmedizinische Behandlung von Patient:innen mit einer akuten Infektion, fiir die
zum Zeitpunkt der Behandlung jedoch noch kein Anhalt fiir eine Sepsis besteht, wére der sichere

Ausschluss eines septischen Krankheitsverlaufs fur die kommenden 72 Stunden wiinschenswert.

1.7 Sepsis auf Grundlage einer viralen Infektion

Der GroRteil aller Sepsisfalle wird durch eine bakterielle Infektion ausgeldst®. Insbesondere fiir
immunkompromittierte Patient:innen kann jedoch auch eine alleinige virale Infektion einen
septischen Krankheitsverlauf nehmen®. Andererseits kann erst der virale Infekt an sich zur einer
Kompromittierung des Immunsystems fiihren und eine bakterielle Co-Infektion (Superinfektion)
beglinstigen®. Exakte Zahlen zur Pravalenz der viralen Sepsis, auch auf Grund der Abgrenzung zur
bakteriellen Superinfektion, sind schwer zu ermitteln. Exemplarisch fir einen mdglicherweise
septischen Verlauf auf Grundlager einer viralen Infektion sei hier das Dengue-Fieber und die
Infektion mit dem Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2“ (SARS-CoV-2, siehe unten)
genannt. Ein Beispiel flir eine viral-bakterielle Co-Infektion ist die bakterielle Superinfektion bei

Patienten mit Influenza-A oder B-Infektion%%67,

Notfallmedizinische Versorgung von Patient:innen mit SARS-CoV-2 Infektion

In Bezug auf eine virale Infektion mit septischem Krankheitsverlauf muss auch das SARS-CoV-2

und die dadurch ausgeléste COVID-19 Infektion genannt werden. Das Virus hat im Zeitraum seit
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2019 zu einer globalen Pandemie mit weltweit Millionen von Infektionen und Todesfallen gefiihrt,
Fur Patient:innen mit einer COVID-19 Infektion mit einem schweren Verlauf wurde wie auch bei
Patienten mit bakterieller Sepsis eine Dysregulation der Immunantwort nachgewiesen®. Als
wesentliche proinflammatorische Mediatoren finden sich erhdhte Konzentrationen von TNF-a,
Interleukin-1p (IL-1B) und IL-6"%72, Gleichzeitig kann es, ahnlich zur bakteriellen Sepsis, im Rahmen
der dysregulierten Immunantwort auch zu einer Phase der Immunsuppression kommen, die mit all

ihren Komplikationen auf die proinflammatorische Phase folgt”.

Notfallmedizinisch stellte die COVID-19-Pandemie eine extreme Herausforderung dar, die
nachfolgend skizziert wird. Neben aufwendigen IsolationsmaBnahmen bei initial unklarer
Kontagiositat des zunédchst unbekannten Erregers sowie mit im Verlauf wechselnder Virulenz,
mussten gerade in der Anfangsphase der Pandemie eine Vielzahl kritisch-kranker Patient:innen mit
respiratorischer Insuffizienz versorgt werden’. Gleichzeitig mussten Patient:innen mit einem
potentiell leichten bzw. milden Verlauf der Erkrankung zuverl&ssig identifiziert werden, um die
knappen Ressourcen adaquat zu verteilen. Fehlende klinische Erfahrung, aber auch die zu Beginn der
Pandemie fehlenden validen wissenschaftlichen Daten zur Pathophysiologie einer COVID-19
Infektion erschwerten die Versorgung von Patient:innen erheblich. Analog der Versorgung von
Patient:innen mit einer bakteriellen Sepsis musste auch fiir Patient:innen mit Verdacht auf eine
COVID-19 Infektion individuell eruiert werden: (1) Besteht eine Infektion mit SARS-CoV-2 und (2)
ist mit einem schweren Verlauf mit Multiorganversagen, hier insbesondere respiratorischem

Versagen und thromboembolischen Komplikationen zu rechnen”""?
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2 Zielsetzung der Arbeit

Im Mittelpunkt der in dieser Arbeit diskutierten Publikationen steht die Diagnostik und
Prognoseeinschdtzung der Sepsis in der Notfallmedizin. Hierbei wird die Sepsis als Syndrom
verstanden: Eine akute Infektion verursacht eine fehlregulierte Immunreaktion des Wirtsorganismus,
die Gber eine Organdysfunktion bis in ein lebensbedrohliches Multiorganversagen fithren kann’.
Hervorzuheben ist, dass notfallmedizinische Patient:innen in der Regel am Anfang eines
diagnostischen Prozesses stehen. So umfasst diese Gruppe nicht nur Patient:innen mit bereits
gesicherter Sepsis-Diagnose, sondern - und sehr viel haufiger - auch solche mit akuter Infektion, fur
die ein septischer Krankheitsverlauf zuverlassig ausgeschlossen werden muss. Zum anderen muss fur
kritisch kranke Patient:innen (beispielsweise mit akuter respiratorischer Insuffizienz) die Infektion
als Ursache, und somit in beiden Féllen die Differentialdiagnose Sepsis, evaluiert werden. Samtliche

im Folgenden aufgefiihrten klinischen Studien wurden prospektiv in der Notaufnahme durchgefuhrt.

Fokus der Studien war:

1) Die Unterscheidung einer bakteriellen oder viralen Genese bei Patient:innen mit Verdacht
auf akute Infektion anhand des Wirts-Transkriptoms (Kapitel 3.1.1, Originalarbeit 1)

2) Die Prognose der 30-Tage Mortalitat bei Patient:innen mit akuter Infektion und Sepsis
anhand des Wirts-Transkriptoms (Kapitel 3.1.2, Originalarbeit 2)

3) Die Prognose eines schweren bzw. septischen Krankheitsverlaufes der SARS-CoV-2
Infektion durch Analyse des Proteoms (Kapitel 3.2.1, Originalarbeit 3)

4) Die Vorhersage einer bakteriellen Co-Infektion bei Patient:innen mit SARS-CoV-2 Infektion
(Kapitel 3.2.2, Originalarbeit 4)

5) Die Aussagekraft von Vitalparametern und deren Umrechnung in Scores zur Vorhersage

einer Sepsis (Kapitel 3.3, Originalarbeit 5)

Ziel dieser Arbeit ist die Evaluation von klinischen und laborchemischen Parametern zur

Verbesserung der Diagnostik und Prognoseeinschatzung der Sepsis. Eine schnelle und zuverl&ssige
20



Diagnostik und Prognoseeinschdtzung stellt die Grundlage fur eine adaquate, schnelle und effektive
Therapieeinleitung dar, welche direkten Einfluss auf die Morbiditat und Letalitit von Patient:innen

mit Sepsis und damit auf die Qualitat der Patientenversorgung hat.

21



3 Originalarbeiten

Die im Folgenden eingefiigten Originalpublikationen bilden eine kumulative Habilitationsschrift.

3.1 Diagnostik und Prognoseeinschatzung mittels mMRNA-Expressionsprofilen
des Wirtsorganismus

3.1.1 Identifikation von bakteriellen und viralen Infektionen bei Patient:innen in der
Notfallmedizin durch Analyse des mMRNA-Expressionsprofils

Bauer, W., Kappert, K., Galtung, N., Lenmann, D., Wacker, J., Cheng, H. K., Liesenfeld, O.,

Buturovic, L., Luethy, R., Sweeney, T. E., Tauber, R. and Somasundaram, R.

A Novel 29-Messenger RNA Host-Response Assay From Whole Blood Accurately Identifies
Bacterial and Viral Infections in Patients Presenting to the Emergency Department With Suspected

Infections: A Prospective Observational Study

Critical Care Medicine, Oct 1/2021, 1664-1673, 49
https://doi.org/10.1097/ccm.0000000000005119

Das Ziel der Arbeit war die prospektive Validierung eines mRNA-Host-Response Tests aus Vollblut
fur Patient:innen der Notfallmedizin mit klinischem Verdacht auf eine akute Infektion und/oder
Sepsis. Mittels der Analyse der Expression von 29 Wirts-mRNAs konnte so die Genese einer
Infektion (bakteriell versus viral versus keine Infektion) bestimmt werden. Die Wirts-mRNASs wurden
im Vorfeld definiert. lhre jeweilige Wichtung und Verrechnung fir die Generierung des
Testresultates erfolgte (ber einen vorab trainierten (Machine Learning) und festgelegten
Algorithmus. Von Februar bis Dezember 2019 wurden in der Zentralen Notaufnahme des Campus
Benjamin Franklin, Charité — Universitatsmedizin Berlin 312 Patient:innen mit klinischem Verdacht
auf eine akute Infektion eingeschlossen. In einer ausfuhrlichen klinischen Adjudikation wurde
retrospektiv ermittelt, ob es sich um eine Infektion oder eine nicht-infektiose Erkrankung gehandelt
hatte. Bestandteil der Adjudikation war die &rztliche Dokumentation der notfallmedizinischen
Behandlung sowie die sich anschlieBende Behandlung auf der Normal- oder Intensivstation.

Zusétzlich wurden samtliche laborchemischen, radiologischen und mikrobiologischen Befunde den
22
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Adjudikator:innen zur Verfligung gestellt. Die Resultate der klinischen Adjudikation wurden als

Goldstandard definiert, gegen den die Ergebnisse des mRNA-basierten Indextests analysiert wurden.

Zusammenfassend zeigte sich, dass der Indextest sowohl Patient:innen mit bakteriellen als auch
viralen Infektionen mit hoher Genauigkeit von Patient:innen ohne Infektion unterscheiden konnte.
Fir bakterielle Infektionen schnitt der Indextext (AUROC 0,90) vergleichbar bzw. nicht unterlegen
zum Laborparameter PCT ab, und dies, obwohl der PCT-Wert zur Adjudikation genutzt wurde. Fir
virale Infektionen (AUROC Indextest 0,83) fehlte in der klinischen Routine ein VVergleichsparameter
(AUROC PCT 0,35; AUROC CRP 0,38). Die Diagnose einer viralen Infektion mittels Indextest ist
dariiber hinaus nicht an den Nachweis eines vordefinierten viralen Erregers gebunden, wie dies
beispielsweise in einer sogenannten Multiplex-PCR der Fall ist, sondern basiert auf der spezifischen

Immunantwort des Wirtes auf eine virale Infektion.

Somit konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass der Indextest zur differentialdiagnostischen
Beurteilung von Patient:innen mit Verdacht auf eine Infektion und/oder Sepsis beitragen kann. Der
belastbare Ausschluss einer bakteriellen Genese einer Infektion kann einen konkreten Einfluss auf
die Therapie der Infektion haben, indem die Indikation einer Antibiotikatherapie gezielt

zuriickgehalten werden kann.
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A Novel 29-Messenger RNA Host-Response
Assay From Whole Blood Accurately ldentifies
Bacterial and Viral Infections in Patients
Presenting to the Emergency Department
With Suspected Infections: A Prospective

Observational Study*

OBIJECTIVES: The rapid diagnosis of acute infections and sepsis remains a
serious challenge. As a result of limitations in current diagnostics, guidelines
recommend early antimicrobials for suspected sepsis patients to improve out-
comes at a cost to antimicrobial stewardship. We aimed to develop and prospec-
tively validate a new, 29-messenger RNA blood-based host-response classifier
Inflammatix Bacterial Viral Non-Infected version 2 (IMX-BVN-2) to determine the
likelihood of bacterial and viral infections.

DESIGN: Prospective observational study.

SETTING: Emergency Department, Campus Benjamin Franklin, Charité—
Universitatsmedizin Berlin, Germany.

PATIENTS: Three hundred twelve adult patients presenting to the emergency de-
partment with suspected acute infections or sepsis with at least one vital sign
change.

INTERVENTIONS: None (observational study only).

MEASUREMENTS AND MAIN RESULTS: Gene expression levels from
extracted whole blood RNA was quantified on a NanoString nCounter SPRINT
(NanoString Technologies, Seattle, WA). Two predicted probability scores for the
presence of bacterial and viral infection were calculated using the IMX-BVN-2
neural network classifier, which was trained on an independent development
set. The IMX-BVN-2 bacterial score showed an area under the receiver oper-
ating curve for adjudicated bacterial versus ruled out bacterial infection of 0.90
(95% ClI, 0.85-0.95) compared with 0.89 (95% ClI, 0.84-0.94) for procalcitonin
with procalcitonin being used in the adjudication. The IMX-BVN-2 viral score area
under the receiver operating curve for adjudicated versus ruled out viral infection
was 0.83 (95% ClI, 0.77-0.89).

CONCLUSIONS: IMX-BVN-2 demonstrated accuracy for detecting both viral
infections and bacterial infections. This shows the potential of host-response
tests as a novel and practical approach for determining the causes of infections,
which could improve patient outcomes while upholding antimicrobial stewardship.

KEY WORDS: bacterial infection; diagnostics; host response; sepsis; viral
infection
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Feature Articles

cute infections are among the most frequent
Areasons patients present to emergency depart-

ments (EDs). These can manifest with a wide
range of severities ranging from mild infections to
sepsis, a life-threatening condition (1).

A critical step in the management of patients with sus-
pected infection is: 1) to quickly and correctly identify
whether an infection is truly causing the patient’s symp-
toms, 2) to identify the pathogen causing the infection,
and 3) to anticipate the potential clinical outcome. The
most common pathogens are bacteria and viruses; how-
ever, fast and accurate differentiation between the two
remains a clinical challenge. For a bacterial infection, the
initial management should include cultures for pathogen
identification and a timely administered broad-spec-
trum antibiotic with regard to sepsis due to a 4-7% in-
crease in mortality odds per hour of delayed antibiotics
(2, 3). For viral or noninfectious conditions, unnecessary
antibiotic treatment can result in adverse effects and an
increase in antimicrobial resistance and healthcare costs.
Additionally, a patient with a viral infection may require
further isolation precautions and, if applicable, an anti-
viral agent. Furthermore, there are no established bio-
markers to diagnose viral infections with certainty. The
gold standard to prove an infection remains the identi-
fication of pathogens by culture or polymerase chain re-
action (PCR)-based methods. However, these methods
have limited utility due to rather slow turnaround times,
and partly difficult interpretation. Currently, there are
no highly accurate tests to diagnose and/or distinguish
among bacterial infection, viral infection, and noninfec-
tious inflammation with turnaround times that would
allow rapid decision-making in the ED (4, 5).

The Inflammatix Bacterial Viral Non-Infected version
2 (IMX-BVN-2) classifier evaluated here (to be launched
under the name InSep; Inflammatix, Burlingame, CA)
is a new host-response assay and neural network-based
classifier, which has the potential to meet these needs. The
assay measures 29 host mRNAs from peripheral blood
and incorporates advanced machine learning to calculate
three scores for predicting: 1) the likelihood of bacterial
infection, 2) the likelihood of viral infection, and 3) the
risk for 30-day mortality (4, 6-9). In this study, we inves-
tigate its accuracy for predicting the presence of bacterial
and viral infections in a final cohort of 312 prospectively
enrolled patients in the ED with clinically suspected acute
infections and/or sepsis with at least one vital sign change.

Critical Care Medicine

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Population

We performed a prospective, observational study at
the ED of the Charité—Universititsmedizin Berlin,
Campus Benjamin Franklin, Germany. The study
was approved by the institutional review board and
registered at the German Clinical Trials Register (ID
0017395). ED triage nurses were trained to notify the
study team in cases of suspected infection. We enrolled
a convenience sample of adult patients (= 18 yr) pre-
senting to the ED with clinically suspected acute infec-
tions and at least one of the following: temperature
greater than 38°C or less than 36°C, respiratory rate
greater than 20/min, heart rate greater than 90/min,
systolic blood pressure less than 100 mm Hg, or altered
mental state.

Patients meeting the criteria were enrolled at the
point of presentation. Those unable to consent due to
altered mental state or the severity of their condition
were enrolled on an interim basis, until they, or their
legal guardian, were able to retroactively consent. Upon
enrollment, PAXgene blood RNA tubes (PreAnalytiX,
Hombrechtikon, Switzerland) were collected along
with samples required for extended standard-of-care
diagnostics. Patients were then examined, diagnosed,
and treated according to standard-of-care.

For full diagnostics and sample processing, see
Supplementary Table S1 (Supplemental Digital
Content 1, http://links.lww.com/CCM/G491).

Clinical Adjudication

We performed a chart review to establish the adjudi-
cated status for the presence of bacterial infection and
the presence of viral infection at the time of blood sam-
pling for each case. An expert panel consisting of two
attending physicians trained in Internal Medicine and
Emergency Medicine used a medical chart comprised
of the medical history, physical examination findings,
all available laboratory, microbiological and radiolog-
ical data, and the final medical report or treatment
data. Each case was adjudicated into one of four pre-
defined categories (Ruled Out, Unlikely, Probable, and
Proven) for the presence of a bacterial infection and
again, separately, for a viral infection (for detailed defi-
nitions, see Supplementary Table S2, Supplemental
Digital Content 2, http://links.lww.com/CCM/G492).
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The two adjudicators independently made their
assessments and then compared results. If they dif-
fered, the case was discussed until an agreement was
made. Both adjudicators were blinded to the IMX-
BVN-2 results, but not to other biomarkers, such as
C-reactive protein (CRP) or procalcitonin (PCT).

Two methods were used for converting the four
original assessment categories into a binary (i.e., pre-
sent or absent) classification for bacterial and viral
infection: “consensus adjudication” (CA) and “forced
adjudication” (FA) (Supplementary Tables S3 and
$4, Supplemental Digital Content 3, http://links.lww.
com/CCM/G493). The more stringent CA method
only considers proven (bacterial/viral) assessments
as “(bacterial/viral) infection present” cases and ruled
out assessments as “(bacterial/viral) infection ab-
sent” cases. The remaining cases (unlikely or probable
assessments) were considered “(bacterial/viral) in-
fection inconclusive” and removed from downstream
analyses for the bacterial or viral IMX-BVN-2 score.
The more lenient FA method “forced” every case into a
binary classification for the presence of bacterial infec-
tion and presence of viral infection, at the risk of intro-
ducing error into the adjudicated infection status, due
to ambiguous clinical presentation; all cases assessed
as probable or proven became “(bacterial/viral) infec-
tion present” cases and those assessed as unlikely or
ruled out became “(bacterial/viral) infection absent”
cases. It is noted that (bacterial/viral) infection present
cases may have been bacterialviral coinfections.

IMX-BVN-2 Classifier

A machine-learning classifier that integrates 29 host
mRNAs to diagnose bacterial and viral infections
and noninfectious inflammation (IMX-BVN-1) was
described previously (9). To develop IMX-BVN-1,
data were conormalized from multiple sources to
match a targeted diagnostic platform (the NanoString
nCounter; NanoString Technologies, Seattle, WA) in
order to lock the classifier and apply it in a blinded
fashion. Here, an advanced machine learning approach
to training classifiers on the same 29 host mRNAs was
used, using a vastly expanded development dataset,
split into training and validation sets (Supplementary
Table S5a-c, Supplemental Digital Content 4, http://
links.lww.com/CCM/G494). The resulting best classi-
fier was named IMX-BVN-2.
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Additionally, three thresholds were set in the
training data such that IMX-BVN-2 scores would be
segmented into four bands, targeting prespecified like-
lihood ratios for the rule-in and rule-out bands. The
three thresholds were then locked in for validation. We
next applied IMX-BVN-2 to this study’s data to calcu-
late predicted probabilities of bacterial and viral infec-
tions for each patient. The three preestablished score
thresholds separated the viral and bacterial scores into
four bands each: very unlikely, unlikely, possibly, and
very likely.

IMX-BVN-2 bacterial and viral scores were plot-
ted to visually demonstrate the algorithm’s ability to
separate bacterial, viral, and noninfected patients in
the training set, validation set, and in this study’s pa-
tient cohort (Supplementary Fig. S1, Supplemental
Digital Content 5, http://links.lww.com/CCM/G495).
The training set probabilities were computed using
cross-validation.

Statistical Analysis

Continuous variables are presented with the median
and interquartile range (IQR) and were compared using
Mann-Whitney U test. Nominal variables are presented
as n and column percentages and were compared using
Fisher exact test. For further details regarding statistical
analysis, see Supplementary Methods (Supplemental
Digital Content 6, http://links.lww.com/CCM/G496),
and Clinical Variables (Supplemental Digital Content7,
http://links.lww.com/CCM/G497).

RESULTS

Patient Characteristics

We enrolled 317 consecutive adult patients present-
ing with signs of acute infection from February until
December 2019, with five patients excluded and removed
from analysis (Fig. 1). Table 1 summarizes clinical char-
acteristics in our patient cohort. The median age was 73
years (IQR, 57-80 yr). Our cohort included a substan-
tial proportion of older patients with comorbidities and
severe illness, with 76 patients (24.4%) having a quick
Sequential Organ Failure Assessment (QSOFA) score of
2 or more, 86 patients (27.7%) with malignancies, and
65 patients (20.8%) with compromised immune systems.
Detailed baseline characteristics, including by CA, are
available in Supplementary Tables S6-S8 (Supplemental
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Patient Screening:
Triage nurse suspects infection as cause of presentation

Charité Benjamin Franklin ED

Feb 2019-Dec 2019

Excluded Patients
Without suspected
infection

A 4

Excluded Patients
All vital signs within

expected range

n=317

Patient Enroliment:
Adults with signs of acute infection and 21 changed vital signs

A 4

n=4
Excluded Patients
due to consent
withdrawal

Send blood samples to
Inflammatix for

B

IMX-BVN-2 testing

n=1
Excluded Patient
due to low RNA yield

| n=313 I—D

n=312

2-Physician Expert Panel Chart Review

panel results.

Determine Adjudicated Infection Status for presence of bacterial and viral infections with clinical data, PCT, CRP, and respiratory PCR

Bacterial Infection Assessment by Expert Panel

Ruled Out Unlikely
n=26 n=47
8.3% 15.1%

Probable
n=65
20.8%

Proven
n=174
55.8%

Viral Infection Assessment by Expert Panel

Ruled Out Unlikely
n=203 n=23
65.1% 7.4%

Probable Proven
n=11 n=75
3.5% 24%

Bacterial Infection
Absent
n=73
23.4%

Bacterial Infection
Present
n= 239
76.6%

Forced
Adjudication (FA)
Infection Status

Viral Infection Absent
n=226
72.5%

Viral Infection Present
n= 86
27.5%

Figure 1. Study flowchart. To assess the diagnostic performance of our index test, IMX-BVN-2, we enrolled
317 patients presenting to the emergency department (ED) with clinically suspected acute infection. After
excluding five patients, our final cohort of 312 patients had whole blood samples tested with Inflammatix
Bacterial Viral Non-Infected version 2 IMX-BVN-2) on the NanoString nCounter (NanoString Technologies,
Seattle, WA) platform. To establish infection status, a two-physician expert panel reviewed data from medical
charts (which included PCT results) while blinded to IMX-BVN-2 results. The physicians gave each patient
assessments for the presence of bacterial infection and presence of viral infection based a 4-point scale
(Ruled Out, Unlikely, Probable, and Proven). These assessments were then translated into binary “present”
and “absent” adjudications for the presence of bacterial infection and presence of viral infection using two
adjudication methods: a conservative consensus adjudication (CA) method and a liberal forced adjudication

(FA). Finally, IMX-BVN-2 bacterial and viral score performance was determined by comparing results
with CA and FA infection statuses. CRP = C-reactive protein, PCR = polymerase chain reaction, PCT =

procalcitonin.

Digital Content 8, http://links.lww.com/CCM/G498).
Detailed data on disease severity and the prognostic per-
formance of the InSep test are currently being analyzed.
Briefly, 22 patients (7.1%) died in hospital and 58 (18.6%)
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suffered from multiorgan
failure within 72 hours
of admission. In total, 22
patients (7.1%) required
vasopressors, whereas 17
(5.4%) were mechanically
ventilated.

Results of the expert
panel chart review assess-
ments and subsequent
classifications for the pres-
ence of bacterial and viral
infections under FA and
CA are summarized in
Figure 1. Under FA, 239
patients (76.6%) had a bac-
terial infection present,
and 86 patients (27.5%)
had a viral infection pre-
sent. Under CA, which
excludes patients with
“unlikely” and “probable”
expert panel assessments,
174 patients (55.8%) had a
bacterial infection present,
and 75 patients (24%) had
a viral infection present. A
distribution of expert panel
assessments is provided in
Supplementary  Figure
S2 (Supplemental Digital
Content 9, http://links.
lww.com/CCM/G499)
and reveals the number
of noninfected patients
with both bacterial and
viral infections absent (32
[10.3%] under FA and 8
[2.6%)] under CA) and the
number of patients with
bacterial-viral coinfections
(45 [14.4%] under FA and
23 [7.3%] under CA).

Performance of IMX-BVN-2 by CA and FA in
Comparison With Routine Biomarkers

The distribution of IMX-BVN-2 scores segmented by
CA and FA adjudicated infection statuses is provided
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TABLE 1.

Patient Demographics Segmented by Adjudicated Infection Status Established Using

Forced Adjudication

All, n =312

Noninfected,

Only Bacterial, Only Viral, Coinfected,

Variable (100%)

Baseline characteristics

n =32 (10.3%)

n=194(62.2%) n=41(13.1%) n=45 (14.4%)

Age, yr, median (IQR) 73 (567-80) 74 (61-81) 74 (61-81) 57 (38-67) 77 (67-80)
Sex, female, n (%) 132 (42.3) 15 (46.9) 80 (41.2) 17 (41.5) 20 (44.4)
Quick Sequential Organ 76 (24.4) 3 (9.4) 59 (30.4) 3(7.3) 11 (24.4)
Failure Assessment >2, n (%)
Immunocompromised, n (%) 65 (20.8) 9 (28.1) 40 (20.6) 2 (4.9) 14 (31.1)
Previous antibiotics, n (%) 39 (13.1) 4 (12.5) 17 (9.3) 7 (17.5) 11 (25.0)
Biomarkers
WBC, 10e9 cells/L, 111 9.34 12.41 7.76 9.86
median (IQR) (8.0-15.3) (7.16-13.26) (9.38-16.71) (5.34-10.11) (7.16-14.6)
Neutropenic, n (%) 5 (1.6) 0 (0.0) 4 (2.1) 1(2.4) 0 (0.0)
C-reactive protein, mg/L, 70.8 11 104.85 20.3 76.9
median (IQR) (21.6-178.3) (1.95-74.75) (34.9-201.8) (6.2-43.2) (50.1-183.7)
Procalcitonin, pg/L, 0.30 0.09 0.52 0.09 0.22
median (IQR) (0.11-1.09) (0.04-0.21) (0.17-2.12) (0.06-0.25) (0.13-1.5)
IMX-BVN-2 bacterial, 0.38 0.29 0.49 0.06 0.35
median (IQR) (0.22-0.58) (0.15-0.45) (0.33-0.68) (0.03-0.21) (0.12-0.58)
IMX-BVN-2 viral, 0.14 0.13 0.08 0.76 0.41
median (IQR) (0.05-0.37) (0.07-0.33) (0.04-0.23) (0.33-0.92) (0.18-0.73)
IMX-BVN-2 noninfected, 0.30 0.43 0.34 0.13 0.15
median (IQR) (0.14-0.48) (0.36-0.59) (0.19-0.48) (0.04-0.41) (0.07-0.24)

IMX-BVN-2 = Inflammatix Bacterial Viral Non-Infected version 2, IOR = interquartile range.
For the purposes of this table, “only bacterial” does not mean the presence of a bacterial infection, but rather the presence of a bacterial
infection and the absence of a viral infection. Similarly, “only viral” does not mean the presence of a viral infection, but rather the presence

of a viral infection and the absence of a bacterial infection.

in Figure 2. To assess the performance of IMX-BVN-2,
we calculated area under the receiver operating curves
(AUROCG:) for distinguishing the presence of bacte-
rial or viral infection and compared the results to the
routine laboratory parameters and biomarkers PCT,
CRP, and WBC (Supplementary Fig. S3, Supplemental
Digital Content 10, http://links.lww.com/CCM/G500).
Under CA, the IMX-BVN-2 bacterial score performed
with an AUROC of 0.90 (95% CI, 0.85-0.95) for dis-
tinguishing patients with proven versus ruled out bac-
terial infection. In comparison, the CA AUROC: for
PCT, CRP, and WBC were 0.89 (95% CI, 0.84-0.94),
0.84 (95% CI, 0.77-0.90), and 0.77 (95%, CI 0.69-0.85),
respectively. Under FA, which included patients with
uncertain adjudications, the IMX-BVN-2 bacterial
score distinguished bacterial-infection patients with an
AUROC of 0.82 (95% CI, 0.77-0.86). In comparison,
the FA AUROC:s for PCT, CRP, and WBC were 0.80
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(95% CI, 0.75-0.85), 0.79 (95% CI, 0.74-0.85), and 0.69
(95% CI, 0.63-0.76), respectively.

The IMX-BVN-2 viral score performed with an
AUROC of 0.83 (95% CI, 0.77-0.89) for distinguishing
patients with proven versus ruled out viral infection under
CA, and expectedly, biomarkers including PCT, CRP, or
WBC had very low AUROC: of less than 0.39 under CA.
Similarly, IMX-BVN-2 demonstrated an AUROC of 0.82
(95% CI, 0.76-0.88) under FA, whereas other biomark-
ers had alow AUROC: of less than 0.4, further highlight-
ing the potential additional value of IMX-BVN-2 for the
identification of patients with viral infections.

Performance of the IMX-BVN-2 Classifier on
Specific Subpopulations

Patients with bacterial infections were analyzed separately
to determine whether the type of bacterium or focus of

October 2021 ¢ Volume 49 * Number 10
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Figure 2. Distribution of Inflammatix Bacterial Viral Non-Infected version 2 (IMX-BVN-2) bacterial and viral scores segmented by
adjudicated infection statuses established using forced adjudication (FA) and consensus adjudication (CA). Distribution of IMX-BVN-2
bacterial scores segmented by expert panel adjudicated infection status using A, FA and B, CA. Distribution of IMX-BVN-2 viral scores
segmented by expert panel adjudicated infection status using C, FA and D, CA. Horizontal lines indicate threshold cutoffs that divide
each score into the four results interpretation bands: Very Unlikely, Unlikely, Possibly, and Very Likely. p values indicate statistically
significant differences in IMX-BVN-2 scores between each pair of patient infection status groups using Welch t test for equal means. CA

the infection affected the IMX-BVN-2 score (Table 2).
Scores tended to be higher among patients with intra-
abdominal or urogenital infections, compared with those
with respiratory infections. Additionally, infections with
Gram-negative bacteria tended to result in higher BVN-2
bacterial scores than infections with Gram-positive bac-
teria. IMX-BVN-2 viral scores segmented by virus-types
are provided in Supplementary Table S9 (Supplemental
Digital Content 11, http://links.lww.com/CCM/G501).

IMX-BVN-2 Result Interpretation Bands Provide
Clinical Actionability

Figure 3 presents the interpretation bands for IMX-BVN-2
as well as for PCT under CA using PCT cutoffs established
in the Procalcitonin Antibiotic Consensus Trial (ProACT)
(10). Bands for FA, as well as posttest probabilities

Critical Care Medicine

for all IMX-BVN-2 and PCT bands, are illustrated in
Supplementary Figures $4 and S5 (Supplemental Digital
Content 12, http://links.Iww.com/CCM/G502).

Approximately half of the patients were included in
the most actionable Very Unlikely (rule-out) and Very
Likely (rule-in) IMX-BVN-2 bands under CA (Fig. 3).
Among 26 patients with bacterial infection absent,
only one patient fell into the Very Likely Bacterial
band, resulting in a 96% IMX-BVN-2 rule-in band
specificity. Similarly, among 174 patients with bacterial
infection present, only four fell into the Very Unlikely
Bacterial band, resulting in a 98% IMX-BVN-2 rule-
out band sensitivity. PCT had a 96% rule-in band spec-
ificity and 90% rule-out band sensitivity for predicting
bacterial infections.

Finally, the IMX-BVN-2 viral score had a 94% rule-
in band specificity and 88% rule-out band sensitivity
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TABLE 2.

Effects of Source of Infection and Bacterium on IMX-BVN-2 Bacterial Scores Among
Patients With Presence of Bacterial Infection (n = 239)

Source of infection

Patients With Presence of Bacterial
Infection by Forced Adjudication

n (%)

IMX-BVN-2

Bacterial Score,

Median (IQR)

PCT, Median
(([o]3))

Patients With Presence of Bacterial
Infection by Consensus Adjudication

n (%)

IMX-BVN-2

Bacterial Score,

Median (IQR)

PCT, Median
(([o]33)

Pulmonary 67 (28) 0.37 (0.21-0.68) 0.21 (0.11-0.91) 38(28) 0.42(0.20-0.68) 0.54 (0.17-1.56)
Urogenital 57 (24) 0.48 (0.33-0.68) 0.562 (0.17-1.15) 49 (38) 0.51 (0.33-0.75)  0.59 (0.21-1.40)
Intra-abdominal 13 (5) 0.62 (0.56-0.76) 1.22 (0.47-19.35) 10 (6) 0.69 (0.60-0.79)  1.32 (0.57-33.48)
Soft tissue/skin/bone 11 (5) 0.51 (0.29-0.79) 0.56 (0.33-2.26) 10 (6) 0.54 (0.29-0.79) 0.51 (0.33-1.47)
Blood/catheter 5(2) 0.56 (0.4-0.64) 0.88 (0.39-3.02) 5 (5) 0.56 (0.40-0.64) 0.88 (0.39-3.02)
CNS 2 (1) 0.74 (0.55-0.94) 5855 (17.1-100) 2 (1) 0.74 (0.55-0.94) 58.55 (17.1-100)
No clear focus 84 (35) 0.43 (0.33-0.55) 0.38 (0.25-2.12) 60(35) 0.49 (0.36-0.68) 0.85 (0.25-4.92)
Bacteremia organism
Positive Gram 44 (18) 0.58 (0.38-0.77) 0.95(0.26-8.53) 43(25) 0.568(0.37-0.79) 0.92 (0.25-8.84)
staining bacteria
Negative Gram 39 (16) 0.76 (0.65-0.89) 3.02 (0.84-14.33) 39(23) 0.76 (0.55-0.89) 3.02 (0.84-14.33)

staining bacteria

IMX-BVN-2 = Inflammatix Bacterial Viral Non-Infected version 2, IOR = interquartile range, PCT = procalcitonin.

for predicting viral infections. As there are no well-es-
tablished (bio)markers for the identification of viral
infections, no performance comparisons to other bio-
markers are shown.

DISCUSSION

The rapid diagnosis of acute infections and sepsis in
the ED remains an unmet need. In this study, we debut
IMX-BVN-2, an updated, blood-based 29-messenger
RNA neural network classifier for determining the
likelihood of bacterial and viral infections. We pro-
spectively validated IMX-BVN-2 in a German ED with
312 patients with clinically suspected infection with at
least one vital sign change. Nearly a quarter of patients
were critically ill or septic (24.4% qSOFA greater than
or equal to 2). We found that IMX-BVN-2 is charac-
terized by high accuracy for diagnosing bacterial as
well as viral infections. With 89.7% of patients having
infections, the cohort reflects the high pretest proba-
bility of the target population for the test.

There is still debate over whether PCT can provide
sufficient accuracy and clinical utility, especially in the
ED (10-13). We showed that IMX-BVN-2 seems at least
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as accurate as PCT for diagnosing bacterial infections
when comparing AUROCs (Fig. 3). However, because
PCT was used by clinician adjudicators, it is highly un-
likely to be outperformed in a direct comparison. The
adjudicators relied on PCT to assess the likelihood of
bacterial infection in the chart review, especially for
patients without positive microbiology. If PCT was
false-negative or false-positive but IMX-BVN-2 cor-
rectly predicted a bacterial infection in these patients,
then the measured IMX-BVN-2 accuracy would be im-
pacted by the misleading impact of PCT on adjudica-
tors, during statistical analysis. Blinding the adjudicators
to PCT, though reflecting a nonstandard-of-care proce-
dure, may have allowed for a less biased comparison be-
tween PCT and IMX-BVN-2 but would have potentially
reduced the accuracy of the clinical adjudications and,
as such, the assessment of IMX-BVN-2 performance.
Currently, there is no FDA-approved biomarker for
diagnosing viral infection (a particular problem dur-
ing novel viral pandemics such as severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2). With AUROCs of
0.82-0.83 for predicting the presence versus absence of
viral infection, IMX-BVN-2 showed potential for diag-
nosing viral infections, thereby demonstrating utility
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Figure 3. Performance of Inflammatix Bacterial Viral Non-Infected version 2 IMX-BVN-2) after applying previously established cutoffs

to segment scores into clinically actionable results interpretation bands, using consensus adjudication (CA) infection status. Performance
characteristics of the A, IMX-BVN-2 bacterial score, B, procalcitonin (PCT), and C, IMX-BVN-2 viral score when segmented into the results
interpretation bands among patients with a known CA infection status. PCT was segmented into interpretation bands using cutoffs established
in other studies (10). Formulas for calculating performance characteristics are outlined in Supplementary Table S10 (Supplemental Digital
Content 13, http://links.lww.com/CCM/G503). Performance characteristics calculated under forced adjudication is provided in Supplementary
Figure S4 (Supplemental Digital Content 12, http://links.lww.com/CCM/G502). Sens. = sensitivity, Spec. = specificity.

for determining viral isolation precautions and/or, if
applicable, antiviral treatments. As currently used bio-
markers, such as CRP, are unhelpful and perhaps even
misleading regarding viral infection, IMX-BVN-2
appears to be a potential unique novel biomarker for
the identification of acute viral infections. Of note,
compared with routine PCR-diagnostics, the IMX-
BVN-2 classifier is not restricted to a predefined set of
viruses but able to detect a host response to a viral in-
fection. Since the expert panelist used the PCR as gold
standard, any viral infection not covered by the PCR
might have been missed.

We designed this study with as few exclusion criteria
as possible to more closely align with real-world clinical

Critical Care Medicine

practice. Validation studies of other bacterial versus
viral host-response biomarkers have excluded more
complex populations such as immunocompromised
patients (14-17), noninfectious patients (originally
suspected of infection), and patients with malignancies
(15, 17) in performance calculations. Noteworthy, we
included all of these relevant patient populations in our
cohort and were able to demonstrate high accuracy.
Our study has limitations. First, as with all clin-
ical trials for validating diagnostics for bacterial and/
or viral infections, the imperfect adjudicated infection
status represents a limitation. In the absence of pos-
itive clinically applicable microbiological tests, it is
often difficult to rule out bacterial or viral infections
1671
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due to the limited breadth and sensitivity of most
standard-of-care assays. Second, owing to the way
IMX-BVN-2 was designed, the sum of the bacterial
and viral scores cannot exceed 1, and so, patients with
clear coinfections were unable to be classified in the
“Very Likely” rule-in bands simultaneously for both
the bacterial and viral scores. In this regard, our obser-
vations of lower BVN-2 bacterial scores in respiratory
infections may have been driven by a higher rate of
coinfections among respiratory infection patients and
the limitations of IMX-BVN-2 to cover coinfections.
Additionally, we showed that Gram-negative infec-
tions resulted in higher median IMX-BVN-2 and PCT
scores. The comparatively lower rate of Gram-negative
pathogens among cases of respiratory infections may
partially explain the lower values for IMX-BVN-2 and
PCT. Updating IMX-BVN-2 with expanded datasets
and refined machine learning techniques may improve
its overall performance, including for coinfections.

Although the IMX-BVN-2 data for this study were
generated using the reference NanoString nCounter
platform, a point-of-care loop-medicated isothermal
amplification device currently in development will
allow for the faster turnaround times required for
immediate clinical decision-making compliant with
time-sensitive sepsis guidelines.

CONCLUSIONS

In this trial, we debut the 29-messenger RNA blood-
based host-response classifier IMX-BVN-2 to identify
bacterial and viral infections in a real-life ED setting ata
German quaternary care hospital. IMX-BVN-2 showed
high accuracy for predicting the presence of both bac-
terial and viral infections, offering a novel and practical
approach for determining the origin of an infection. If
used in a point-of-care device with a turnaround time
under 30 minutes, emergency physicians will be able to
interpret the host’s response to a pathogen, rather than
needing to chase the pathogen itself. An advantage in
time and accuracy could improve patient outcomes
while upholding antimicrobial stewardship (18, 19).
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3.1.2 Prognoseeinschatzung fir akute Infektionen und Sepsis durch Analyse des
MRNA-Expressionsprofils

Galtung, N., Diehl-Wiesenecker, E., Lehmann, D., Markmann, N., Bergstrom, W. H., Wacker, J.,
Liesenfeld, O., Mayhew, M., Buturovic, L., Luethy, R., Sweeney, T. E., Tauber, R., Kappert, K.,
Somasundaram, R. and Bauer, W.

Prospective validation of a transcriptomic severity classifier among patients with suspected acute

infection and sepsis in the emergency department

European Journal of Emergency Medicine, Oct 1/2022, 357-365, 29
https://doi.org/10.1097/mej.0000000000000931

Die in 3.1.1 vorgestellte Kohorte wurde ebenfalls genutzt, um einen prognostischen Test zur
Bestimmung des Schweregrades einer akuten Infektion oder Sepsis zu validieren. Der im Vorfeld
entwickelte Algorithmus prognostizierte anhand der Expression von vordefinierten Wirts-mRNAs
die 28-Tage-Letalitat’®. Fur die im Rahmen der klinischen Studie eingeschlossenen Patient:innen
erfolgte zudem eine Befragung der Patient:innen 30 und 90 Tage nach Studieneinschluss. Als weiterer
Endpunkt der Studie wurde das Auftreten eines Multiorganversagens (MOV) untersucht. Grundlage
war hier die klinische Verlaufsdokumentation inklusive von Labor- und Vitalparametern der

Patient:innen.

Von 312 eingeschlossenen Patient:innen verstarben 22 (7,1%) innerhalb von 28 Tagen nach initialer
Vorstellung in der Notaufnahme. 58 (18,6%) Patient:innen erlitten binnen 72 Stunden nach
Vorstellung ein Multiorganversagen (MOV). Der Indextest konnte die 28-Tage-Letalitat mit einer
AUROC von 0,84 vorhersagen; ein Multiorganversagen wurde mit einer AUROC von 0,76 erkannt.
Der Indextest zeigte sich in der VVorhersage der Letalitdt und eines Multiorganversagens dem klinisch
etablierten Parameter Laktat Uiberlegen (AUROC Laktat Mortalitat 0,76; AUROC Laktat MOV 0,73).
Im Vergleich mit klinischen Scores zum Zeitpunkt der initialen Vorstellung in der Notaufnahme
zeigte sich der Indextest beziglich Letalitdt auch dem qSOFA- (AURCO 0,68) und NEWS2-Score
(AUROC 0,75) uberlegen. Fir die Vorhersage eines MOV war die Genauigkeit der Scores

vergleichbar ((SOFA AUROC 0,77) bzw. besser (NEWS2 0,81).
34


https://doi.org/10.1097/mej.0000000000000931

Die rechtzeitige Identifikation potentiell vital bedrohter Patient:innen stellt in der Notfallmedizin
einen entscheidenden Faktor dar. Im Vergleich zu den etablierten Methoden, den klinischen Verlauf
und somit den Schweregrad einer Infektion oder Sepsis vorherzusagen, zeigte sich der Indextest fir
den primdren Endpunkt ,,28-Tage-Letalitdt tiberlegen. Insbesondere fiir Patient:innen mit noch
unvollstandiger Diagnostik und potentiell zeitkritischen Therapieentscheidungen kénnen so die stets

begrenzten Ressourcen adaquater zugeteilt werden.
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Prospective validation of a transcriptomic severity classifier
among patients with suspected acute infection and sepsis in

the emergency department

Noa Galtung® Eva Diehl-Wiesenecker®, Dana Lehmann?,

Natallia Markmann?, Wilma H. Bergstrém?, James Wacker®,

Oliver Liesenfeld®, Michael Mayhew®, Ljubomir Buturovic®,

Roland Luethy®, Timothy E. Sweeney®, Rudolf Tauber®, Kai Kappert’,
Rajan Somasundaram® and Wolfgang Bauer®

Background and importance mRNA-based host
response signatures have been reported to improve sepsis
diagnostics. Meanwhile, prognostic markers for the rapid and
accurate prediction of severity in patients with suspected
acute infections and sepsis remain an unmet need. IMX-
SEV-2 is a 29-host-mRNA classifier designed to predict
disease severity in patients with acute infection or sepsis.

Objective Validation of the host-mRNA infection
severity classifier IMX-SEV-2.

Design, settings and participants Prospective,
observational, convenience cohort of emergency
department (ED) patients with suspected acute infections.

Outcome measures and analysis Whole blood RNA
tubes were analyzed using independently trained and
validated composite target genes (IMX-SEV-2). IMX-
SEV-2-generated risk scores for severity were compared
to the patient outcomes in-hospital mortality and 72-h
multiorgan failure.

Main results Of the 312 eligible patients, 22 (7.1%) died
in hospital and 58 (18.6%) experienced multiorgan failure
within 72 h of presentation. For predicting in-hospital
mortality, IMX-SEV-2 had a significantly higher area under
the receiver operating characteristic (AUROC) of 0.84
[95% confidence intervals (CI), 0.76-0.93] compared to
0.76 (0.64-0.87) for lactate, 0.68 (0.57-0.79) for quick
Sequential Organ Failure Assessment (QSOFA) and 0.75
(0.65-0.85) for National Early Warning Score 2 (NEWS2),
(P=0.015, 0.001 and 0.013, respectively). For identifying

Introduction
Acute infections can lead to sepsis, which is still asso-
ciated with estimated mortality rates between 10 and
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and predicting 72-h multiorgan failure, the AUROC of
IMX-SEV-2 was 0.76 (0.68-0.83), not significantly different
from lactate (0.73, 0.65-0.81), qSOFA (0.77, 0.70-0.83) or
NEWS2 (0.81, 0.75-0.86).

Conclusion The IMX-SEV-2 classifier showed a
superior prediction of in-hospital mortality compared to
biomarkers and clinical scores among ED patients with
suspected infections. No improvement for predicting
multiorgan failure was found compared to established
scores or biomarkers. Identifying patients with a high risk
of mortality or multiorgan failure may improve patient
outcomes, resource utilization and guide therapy decision-
making. European Journal of Emergency Medicine 29:
357-365 Copyright © 2022 The Author(s). Published by
Wolters Kluwer Health, Inc.
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35% [1]. Even clinically banal infections risk becoming
septic and currently no test can quantify that risk [2].
Recognizing potential deterioration to sepsis is especially
hindered in elderly patients and the immunosuppressed,
as before decompensation they often lack the clinical
signs of sepsis [3,4].

These clinically suspected septic patients are for the most
part initially encountered in the emergency department
(ED) where timely recognition and initiation of adequate
therapy is challenging [5,6]. There is therefore a need for
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improved sepsis screening and risk-stratification tools to
support physician decision-making [2]. Currently, deci-
sion-making depends on the treating physician’s experi-
ence, guided by clinical scores and a limited number of
routine biomarkers.

The assessment of clinical scores, such as Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA), while highly accu-
rate, comes with several difficulties in the ED due to
time constraints and a diverse patient population [7,8].

The sepsis-3 definition advises the use of the quick-
SOFA (qSOFA), a simpler alternative to SOFA and a more
accurate alternative to systemic inflammatory response
syndrome criteria for determining severity [9,10]. While
helpful in recognizing acute organ dysfunction, gSOFA
offers little benefit as a screening tool for sepsis, and cur-
rent Surviving Sepsis Guidelines recommend against the
use of SOFA as a screening tool [11].

The National Early Warning Score 2 (NEWS2) has been
suggested as a general severity indicator for a range of
uses, settings and patient populations [12,13]. Although
it lacks specificity for infections, NEWS2 has shown high
accuracy for the prediction of severe outcomes including
septic shock, organ failure and mortality in patients with
acute infections [14].

Importantly, acute infections and sepsis exist on a contin-
uum of severity [2]. ‘Severity’ covers a variety of compli-
cations associated with poor outcomes ranging from organ
dysfunction to death.

A variety of biomarkers for infection severity have been
proposed to complement clinical decision-making.
Currently, lactate is the most commonly used biomarker
for shock. Among patients with suspected infections, lac-
tate is, therefore, a prognostic marker for sepsis. However,
the prognostic accuracy is highly variable and lacks spec-
ificity for organ dysfunction caused by acute infections
or sepsis [15]. Indeed, lactate cannot be used as a sin-
gle, reliable marker for risk stratification in the ED [9].
Further prognostic markers have been studied to comple-
ment existing standard-of-care markers, including clinical
scores, hematological markers, machine learning classifi-
ers and multi-RNA transcriptomic signatures [13,16-18].

To address the unmet medical need described above, the
classifier ‘Inflammatix Severity version 2’ (IMX-SEV-2,
Inflammatix, Burlingame, California, USA) was devel-
oped for predicting disease severity. Objectively quanti-
fying the risk of deterioration from a banal infection into
sepsis would assist ED physicians in adequately assign-
ing monitoring, therapy escalation and the application
of local sepsis protocols to patients who will deteriorate.
"This study is a prospective validation of the IMX-SEV-2
severity score in a cohort of adult ED patients present-
ing to the ED with clinical suspicion of acute infection
or sepsis.

Methods

Study design and participant selection

A prospective, observational study was conducted at the
ED of the Charité-Universititsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin (Berlin, Germany) from February
until December 2019. Enrollment criteria were (1) adult
patients (218years) presenting to the ED with clinical
suspicion of acute infection, (2) at least one vital sign
change. Samples were collected at the point of enroll-
ment, and patients were then managed following local
standard of care guidelines. Figure 1 shows the study
design. For more details regarding enrollment, sample
collection, and sample processing, see the supplemental
methods (Supplementary Methods,, Supplemental digi-
tal content 1, Azp://links.lww.com/EJEM[A334).

The study was approved by the institutional review board
and registered with the German Clinical Trials Register

Fig. 1

Patient Screening:
Triage nurse suspects infection as cause of presentation in the ED
Charité University Hospital - Campus Benjamin Franklin
Feb 2019-Dec 2019

Excluded Patients
Without suspected
infection

\ 4

Excluded Patients
All vital signs within
expected range

A4

Patient Enrolment:
Adults with signs of acute infection and 21 vital sign changed
n=317

Excluded Patients due
p| to consent withdrawal
n=4

Excluded Patient
| due to low RNA yield
n=1

Standard of Care Diagnostic and Treatment
Records of clinical outcomes
n=312

In-Hospital
Mortality
n=22/312 (7.1%)

Multi-Organ Failure within
72h after Presentation
n=58/312 (18.6%)

Flowchart of patient enrollment and outcomes. In total 312 of 317
patients enrolled met the inclusion criteria and were treated and
diagnosed according to the standard of care by physicians blinded to
the IMX-SEV-2 severity score results. Patient clinical outcomes were
recorded from medical records.
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(DRKS-ID 0017395). We previously reported the perfor-
mance of the bacterial versus viral infection diagnostic
classifier Inflammatix Bacterial Viral Non-infected ver-
sion 2 (IMX-BVN-2) in the same cohort [19].

Severity endpoints

The primary endpoint of this analysis was in-hospital
mortality, with a secondary endpoint of 72-h multiorgan
failure. Two senior physicians trained in Emergency and
Internal Medicine retrospectively assessed each case, to
determine whether patients experienced 72-h multiorgan
failure, including organ failure already manifest at pres-
entation, and defined as severe impairment of at least two
SOFA score organ systems. The physicians were blinded
to the IMX-SEV-2 results. For in-hospital mortality, to
reduce the effects of unrelated mortality after prolonged
inpatient care for chronic conditions, patients still hospi-
talized after 28 days were considered as not meeting the
endpoint [20].

mRNA amplification and IMX-SEV-2 classifier

The development of mRNA classifiers which report a
severity score for acute infections has been previously
described [21-23]. In brief, the expression of 29 genes
is read via a logistic regression classifier to compute a
single severity output. The IMX-SEV-2 classifier was
trained on 30-day mortality outcomes. To aid clinical
decision-making across a range of severities, IMX-SEV-2
incorporates two preset cutoffs to generate three inter-
pretation bands: low risk, moderate risk and high risk.
Importantly, these cutoffs were developed on separate
training datasets and formally locked before applica-
tion to this patient cohort. For a more detailed expla-
nation of the classifier development, see Supplementary
Methods, Supplemental digital content 1, Azp://links.
lww.com/EJEM/A334.

Statistical analysis and blinding

The primary outcome of this clinical validation study was
the performance of IMX-SEV-2 for predicting in-hospi-
tal mortality, with the secondary outcome being perfor-
mance for identifying and predicting 72-h multiorgan
failure. Additional analyses included the performance of
IMX-SEV-2 in patients with qSOFA >2 at presentation
and a linear regression model for IMX-SEV-2.

Performance was assessed and compared (1) without
predefined thresholds using the area under receiver
operating characteristics (AUROGCs) and (2) using pre-
defined thresholds to show sensitivities, specificities and
likelihood ratios. IMX-SEV-2 bands were analyzed and
compared to the comparison markers using the routine
thresholds. For NEWS2, three bands were created using
the established thresholds [12] and combining ‘low-me-
dium’ and ‘medium’ into one band, resulting in the fol-
lowing banding: low risk (0-4), medium risk (5-6, and/or
>3 in any single category), high risk (27).

Furtherdetailson the statistical analysisare in Supplementary
Methods, Supplemental digital content 1, /zup.//links.low.
com/EJEM[A334. Raw clinical data and IMX-SEV-2 scores
are listed in Supplemental Data, Supplemental digital con-
tent 1, Aztp://links.low.com/EJEM/A334.

Results

Characteristics of study subjects

The enrolled cohort consisted of 317 adult patients with
signs of acute infection and 21 vital sign change at initial
presentation to the ED. After excluding four patients due
to consent withdrawal and one due to insufficient RNA
yield, the final cohort included 312 patients. Patient
characteristics segmented by in-hospital mortality are
summarized in Table 1, with an extended version in
Supplemental Table S1, Supplemental digital content 1,
http:fllinks.kow.com/ EJEM/A334. The patient cohort had a
substantial number of older patients with severe diseases
[median age 73years, 76 patients (24.4%) with qSOFA
>2]; 86 patients (27.6%) had active malignancies and 65
patients (20.8%) had immunosuppression as defined in
Supplemental Table S2, Supplemental digital content
1, http:fllinks.kow.com/EJEM/A334. In total 58 patients
(18.6%) experienced 72-h multiorgan failure and 22
patients (7.1%) died in hospital.

Performance of IMX-SEV-2

Figure 2 shows the distribution of IMX-SEV-2 severity
scores segmented by in-hospital mortality vs. survival
and/or discharge; scores were higher in patients who
died in the hospital, and most patients who died were
in the moderate and high-risk score ranges whereas
most survivors were in the low-risk scores. To compare
the performance of IMX-SEV-2 as a continuous metric
with other standard prognostic biomarkers, we calculated
AUROC:s for in-hospital mortality and 72-h multiorgan
failure (Fig. 3a-c). For in-hospital mortality, IMX-SEV-2
had an AUROC of 0.84 [95% confidence intervals (CI),
0.76-0.93]. In comparison, lactate, gSOFA and NEWS2
had significantly lower AUROCs (P=0.015, 0.001 and
0.013 compared to IMX-SEV-2, respectively).

For identifying and predicting 72-h multiorgan failure,
IMX-SEV-2 had an AUROC of 0.76 (95% CI, 0.68-0.83).
Lactate, gSOFA and NEWS2 had similar AUROC:,
none of which differed significantly from IMX-SEV-2
(P=0.341,0.846 and 0.215, respectively).

The area under the precision-recall curve (AUPRC) is
a useful accuracy metric for data with unbalanced out-
comes. Unlike AUROCSs, where the baseline value is 0.5,
the baseline AUPRC is equal to the outcome prevalence
(0.071 for in-hospital mortality and 0.186 for multiorgan
failure). For in-hospital mortality, IMX-SEV-2 had an
AUPRC of 0.36 (95% CI, 0.19-0.58), significantly higher
than NEWS2 and qSOFA, but not lactate (P=0.045,
0.016 and 0.322, respectively). For multiorgan failure,
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Table 1 Patient characteristics segmented by in-hospital mortality
Characteristics All Survival and/or discharge In-hospital mortality P values
(n=3812) n=290 (92.9%) n=22 (7.1%)
Age (years) 72.5 (57.0, 80.0) 72.0 (57.0, 80.0) 775 (69.5, 84.8) 0.02
Sex (female) 132 (42.3%) 119 (41.0%) 13 (59.1%) 0.12
Vital signs at presentation
Respiratory rate (/min) 303; 21 (18, 26) 281; 21 (18, 25) 23 (19, 32) 0.15
SBP (mmHg) 311;123 (104, 138) 289; 124 (107, 139) 107 (98, 133) 0.05
Altered mentation 59 (18.9%) 48 (16.6%) 11 (50.0%) <0.01
qSOFA 22 76 (24.4%) 65 (22.4%) 11 (50.0%) <0.01
NEWS2 5 (3, 8) 5 (3, 8) 9(6,12) <0.01
Comorbidity
Malignancy 86 (27.6%) 77 (26.6%) 9 (40.9%) 0.21
T2D 63 (20.2%) 58 (20.0%) 5 (22.7%) 0.78
COPD 40 (12.8%) 38 (13.1%) 2 (9.1%) 0.75
Immunocompromised 65 (20.8%) 61 (21.0%) 4 (18.2%) 0.35
Biomarkers
WBC (10%ells/L) 11.1 (8.0, 15.3) 11.0 (7.9, 14.9) 15.0 (9.1, 22.0) 0.01
CRP (mg/L) 70.8 (21.7,178.1) 68.3 (20.5, 157.8) 189.1 (61.7,260.4) <0.01
Procalcitonin (ug/L) 305; 0.3 (0.1, 1.1) 283; 0.3 (0.1, 0.9) 1.7 (0.3, 26.6) <0.01
Lactate (mmol/L) 301;1.9 (1.4, 2.5) 279;1.8 (1.4, 2.3) 3.1(2.2,4.3) <0.01
IMX-SEV-2 0.04 (0.03, 0.07) 0.04 (0.08, 0.06) 0.09 (0.07,0.19) <0.01
Outcomes
Mechanical ventilation 21 (6.7%) 13 (4.5%) 8 (36.4%) <0.01
ICU admission 71 (22.8%) 56 (19.3%) 15 (68.2%) <0.01
72 h multiorgan failure 58 (18.6%) 39 (13.4%) 19 (86.4%) <0.01

Continuous variables are presented with median and interquartile range and compared using Mann—Whitney U Test. Nominal variables are presented with frequency and
column percentage and compared using Fisher's exact test. The number of cases with valid data is shown for variables with missing data (e.g. 301 patients had lactate

concentration measurements).

COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CRP, C-reactive protein; NEWS2, National Early Warning Score 2; qSOFA, Quick Sequential Organ Failure Assessment;

T2D, Type two diabetes; WBC, White blood cell count.
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IMX-SEV-2 had an AUPRC of 0.51, significantly higher
than lactate, but not NEWS or qSOFA (P=0.022, 0.940
and 0.081 respectively). The PRC plots and AUPRC:s are

shown in Supplemental Figure S1, Supplemental Digital
Content 1, Aztp://links.lww.com/EJEM]A334.

IMX-SEV-2 clinical interpretation bands

IMX-SEV-2 incorporates three bands to improve clinical
utility. The performance of the bands is shown in Fig. 4
for in-hospital mortality and Fig. 5 for 72-h multiorgan
failure, each compared to lactate, gSOFA and NEWS2.
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Fig. 3
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qSOFA 0.68 (0.57-0.79) 0.77 (0.70-0.83)
NEWS2 0.75 (0.65-0.85) 0.81 (0.75-0.86)

Performance of the IMX-SEV-2 severity score compared with other prognostic markers. Receiver operating characteristic (ROC) for distinguishing

(a) in-hospital mortality, and (b) 72-h multiorgan failure. (c) Area under the receiver operating characteristics (AUROCs) with 95% confidence
intervals for in-hospital mortality, and 72-h multiorgan for IMX-SEV-2 compared to other clinical markers.

IMX-SEV-2 demonstrated a specificity of 96.6% for the
high severity rule-in band and a sensitivity of 86.4% for
the low severity rule-out band compared to a specificity
of 63.8% and a sensitivity of 90.9% for the rule-in and
rule-out bands in NEWS2. This is also reflected in the
likelihood ratios: NEWS2 demonstrated a lower likeli-
hood ratio of 1.9 for the high severity band compared to
9.2 for the IMX-SEV-2 classifier; for the middle bands
indicating moderate severity, only IMX-SEV-2 gener-
ated a likelihood ratio of >1. For the rule-out low severity
bands both NEWS2 and IMX-SEV-2 showed likelihood
ratios of 0.23. Importantly, despite having the same likeli-
hood ratio for the low severity interpretation band, IMX-
SEV-2 placed a higher percentage of patients into the low
severity band compared to NEWS2 (56% vs. 38%).

Overall NEWS2 placed more patients in the outer bands
(76% for NEWS2 vs. 62% for IMX-SEV-2), albeit with
a lower high-risk likelihood ratio (1.9, compared to 9.2).

In comparison, when applying two interpretation bands
with a cutoff of 2 mmol/L, lactate showed likelihood ratios
of 1.78 (rule-in high severity band) and 0.40 (rule-out low

severity band) compared to 2.2 and 0.64 for qSOFA 22.
Therefore, among the four predictors, only IMX-SEV-2
and NEWS2 demonstrated a result with high sensitivity
for ruling out mortality (low severity band). Among those
two predictors, only IMX-SEV-2 demonstrated a high
specificity rule-in (high severity) band.

"To allow for a better comparison with lactate and qSOFA,
which are clinically used with a single threshold, sin-
gle-threshold versions of IMX-SEV-2 (using its two
thresholds separately) are shown in Supplementary Table
S3 alongside the comparators (Supplementary Table
S3, Supplemental digital content 1, Azp://links.lww.com/
EJEM[A334).

Subgroup analysis and confounding factors

Of the 312 adult patients with suspected acute infections,
76 (24.4%) had a qSOFA score 22 at admission, repre-
senting a cohort of patients with sepsis or a high like-
lihood of developing sepsis [9]. Among these patients,
IMX-SEV-2 and lactate showed increased AUROCs
compared to the overall cohort, while the accuracy of
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Fig. 4
(a)
IMX-SEV-2 In-Hospital Mortality IMX-SEV-2 Performance Per Band
Bands Deceased Survived % Patients Likelihood Outer Band
in Band Ratio Spec./Sens.
High Severity 7 10 5.4% 9.2 96.6% Rule-In Spec.
Moderate Severity 12 107 38% 1.5 67% Spec.
3 173 56% 0.23 86.4% Rule-Out Sens.
Lactate In-Hospital Mortality Lactate Performance
Bands Deceased Survived % Patients Likelihood Outer Band
in Band Ratio Spec./Sens.
=2mmol/L 17 115 44% 1.78 56.6% Rule-In Spec.
<2mmol/L 5 164 56% 0.40 77.3% Rule-Out Sens.
(c)
qSOFA In-Hospital Mortality qSOFA Performance
Bands Deceased Survived % Patients Likelihood Outer Band
in Band Ratio Spec./Sens.
=2 11 65 24% 2.2 77.6% Rule-In Spec.
<2 11 225 76% 0.64 50.0% Rule-Out Sens.
(d)
NEWS?2 In-Hospital Mortality NEWS 2 Performance Per Band
Bands Deceased Survived % Patients Likelihood Outer Band
in Band Ratio Spec./Sens.
High Severity 15 105 38% 1.9 63.8% Rule-In Spec.
Moderate Severity 5 70 24% 0.94 76% Spec.
2 115 38% 0.23 90.9% Rule-Out Sens.

Performance of interpretation bands for in-hospital mortality. Performance of IMX-SEV-2, gSOFA, lactate and NEWS2 bands for predicting in-hos-
pital mortality (a—d). IMX-SEV-2 bands are generated using the predefined thresholds. NEWS2 bands are defined as low risk (0—4), medium risk
(5-6, and/or >3 in any single category) and high risk (>7). Lactate results are presented for the 301 patients with concentrations measured at

presentation.

NEWS2 decreased [IMX-SEV-2 for in-hospital mor-
tality of 0.92 (0.85-0.98), compared to 0.83 (0.69-0.96)
for lactate, P=0.08 and 0.70 (0.55-0.86) for NEWS2,
P=0.011]. The decision tree in Supplemental Figure
S2, Supplemental digital content 1, Azp://links.lww.com/
EJEM/A334 shows how IMX-SEV-2 could help reas-
sess subjects initially stratified by qSOFA or NEWS2.
For example, 33 patients with qSOFA >2 were correctly
placed into the low severity band by IMX-SEV-2 and did

not develop fatal outcomes.

A linear regression model was used to assess whether
IMX-SEV-2 was impacted by patient characteristics
including age, immunosuppression, bacterial infection,

viral infection and sex after controlling for severity (in-hos-
pital mortality and multiorgan failure) (Supplemental
Table S4, Supplemental digital content 1, zztp://links.fow.
com/EJEM/A334). Immunosuppression, age, bacterial
infection, viral infection, and sex showed no statistically
significant impact on IMX-SEV-2 scores.

Discussion

This study describes the validation of IMX-SEV-2, a
29-host response mRNA severity classifier in a pro-
spective cohort of 312 patients presenting with sus-
pected acute infection to a tertiary care center ED in
Germany.
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Fig. 5
(a)
IMX-SEV-2 72h Multi-Organ Failure IMX-SEV-2 Performance Per Band
Bands MOF No MOF % Patients Likelihood Outer Band
in Band Ratio Spec./Sens.
High Severity 11 6 5.4% 8 97.6% Rule-In Spec.
Moderate Severity 31 88 38% 1.5 65% Spec.
16 160 56% 0.44 72.4% Rule-Out Sens.
(b)
Lactate 72h Multi-Organ Failure Lactate Performance
Ban MOF No MOF % Patients Likelihood Quter Band
ands in Band Ratio Spec./Sens.
=2mmol/L 43 89 44% 1.90 61.0% Rule-In Spec.
<2mmol/L 14 155 56% 0.42 74.1% Rule-Out Sens.
(c)
qSOFA 72h Multi-Organ Failure qSOFA Performance
MOF No MOF % Patients Likelihood Outer Band
Bands in Band Ratio Spec./Sens.
22 33 43 24% 3.4 83.1% Rule-In Spec.
<2 25 211 76% 0.52 56.9% Rule-Out Sens.
(d)
NEWS2 72h Multi-Organ Failure NEWS 2 Performance Per Band
Bands MOF No MOF % Patients Likelihood Outer Band
in Band Ratio Spec./Sens.
High Severity 43 77 38% 245 69.7% Rule-In Spec.
Moderate Severity 12 63 24% 0.83 75% Spec.
3 114 38% 0.12 94.8% Rule-Out Sens.

Performance of interpretation bands for multiorgan failure. Performance of IMX-SEV-2, gSOFA, lactate and NEWS2 bands for identifying and
predicting 72-h multiorgan failure (a—d). IMX-SEV-2 bands are generated using the predefined thresholds. NEWS2 bands are defined as low risk
(0—4), medium risk (5-6, and/or >3 in any single category) and high risk (>7). Lactate results are presented for the 301 patients with concentra-

tions measured at presentation.

This study builds upon previous work in developing a
prognostic biomarker for risk-stratifying patients with
acute infection and sepsis [22-24]. We show that IMX-
SEV-2 is accurate in predicting in-hospital mortality with
an AUROC of 0.84 and does so with significantly higher
accuracy than lactate, gSOFA or NEWS2. This finding is
important, as IMX-SEV-2 could assist emergency physi-
cians more reliably in identifying ED patients at risk of
deterioration. In combination with the diagnostic classi-
fier IMX-BVN-2 [19], this assay has the potential to both
simultaneously prove an infection and identify imminent
organ dysfunction, thereby providing a single, objective
test for sepsis.

In line with previous research, our cohort showed low
sensitivities and specificities for gSOFA in regard to
in-hospital mortality [11]. In critically ill patients with
a qSOFA>2, IMX-SEV-2 predicted in-hospital mortal-
ity with an AUROC of 0.92. This is of interest, as the
more severely ill subgroup better reflects the train-
ing cohorts used to generate the classifier [21], as such
an improved performance was expected. Additionally,
we would suggest that the ease of determining qSOFA
scores combined with the relatively low specificity pre-
sents a possible triage for IMX-SEV-2 once developed
as a rapid point-of-care test to accurately assess severity
(Supplementary Figure S2, Supplemental digital content
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1, http:/llinks.low.com/EJEM[A334). In our cohort, of the
patients classified by qSOFA as at the highest risk for
clinical deterioration, IMX-SEV-2 was able to place 33
(43.4%) in the lowest band, with no fatalities.

The IMX-SEV-2 classifier uses two pre-set cutofts which
segment the severity score into three interpretation bands
(low severity, moderate severity and high severity). The
banding showed that, compared to lactate and qSOFA,
IMX-SEV-2 and NEWS2 are more accurate for ruling out
mortality, and that among these two, IMX-SEV-2 had the
better rule-in band performance. This banding approach
allows for an easy yet nuanced stratification of a diverse
patient cohort, ranging from uncomplicated infections to
those with imminent risk of deteriorating and organ dys-
function (Figs. 4 and 5).

For 72-h multiorgan failure, the AUROC of IMX-SEV-2
was (.76, not significantly different from qSOFA (0.77),
lactate (0.73) or NEWS2 (0.81). This is an important early
endpoint. However, lower performance was expected,
as IMX-SEV-2 was originally trained to predict 30-day
mortality [23]. The results show that the clinical signs of
organ failure, as shown by qSOFA, as well as the hypop-
erfusion associated with septic shock, as implicated by
higher lactate, are similarly represented by the transcrip-
tomic test. Importantly, new machine learning classifiers
based on the same assay but trained to predict multiorgan
failure could refine this result and add to the clinical util-
ity of the transcriptome assay. While our results show that
this endpoint is still best served by clinical scores, such
as NEWS2 and qSOFA, the proof of principle in this area
offers insight into future use and development of host-re-
sponse scores.

A strength of our trial is the study design, which incorpo-
rates as few exclusion criteria as possible to best reflect
a real-world ED setting. While patients with immuno-
suppression, and/or malignancies are often excluded
from studies evaluating host response biomarkers [25-
27], we purposely chose to include all of these patient
subtypes as their clinical presentation can be similar to
that of patients with acute infection and suspected sep-
sis. Importantly, regression analysis did not reveal that
immunosuppression or age impacted the performance of
the severity score. Finally, the demographic and clinical
differences between the classifier training data and the
patients from this cohort demonstrate the high generaliz-
ability of the assay.

Limitations

The primary limitation of this study was the fact that
among our final sample of 312 ED patients, only 22
patients died in the hospital, reducing the statistical
power. While mortality was indeed a prospective end-
point, included in the trial registration, the low number of
deaths is a result of the cohort design and power analysis
having been based on analyses of diagnostic performance

[19], instead of severity. Specifically, predicting the dete-
rioration of patients presenting initially as stable would
be of significant clinical interest. However, the case num-
ber required to power such an analysis would be well
beyond that of this cohort. Furthermore, we chose end-
points that reflect the clinical utility of a severity test as
accurately as possible by purposely reducing disruptive
factors, such as unrelated death or palliative treatment
plans. Importantly, this refined selection results in lower
numbers of patients with the respective outcomes, which
limits the study’s power.

Conclusion

In a much-needed field of research, biomarkers for infec-
tion severity, IMX-SEV-2 is part of a new generation of
transcriptomic tests. This is the first large-scale prospec-
tive validation of a transcriptomic sepsis severity classifier
in a real-world ED setting. When translated into a point-
of-care assay, it has the potential to quantify and predict
the severity of acute infections, saving hospital resources
and allowing for appropriate triage to higher-level care
thereby addressing an unmet need for improved patient
management. An interventional trial will be necessary
to assess the true clinical utility of the IMX-SEV-2 and
IMX-BVN-2 classifiers.
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3.2 Diagnostik und Prognoseeinschatzung von SARS-CoV-2 Infektionen in der
Notfallmedizin

3.2.1 Analyse des Proteoms von Patient:innen mit SARS-CoV-2 Infektion zur Prognose des
Krankheitsverlaufes

Bauer, W., Weber, M., Diehl-Wiesenecker, E., Galtung, N., Prpic, M., Somasundaram, R., Tauber,
R., Schwenk, J. M., Micke, P. and Kappert, K.

Plasma Proteome Fingerprints Reveal Distinctiveness and Clinical Outcome
of SARS-CoV-2 Infection

Viruses, Dec 7/2021, 13
https://doi.org/10.3390/v13122456

Insbesondere in der Frihphase der Pandemie lag in der Versorgung von Patient:innen mit einer
SARS-CoV-2 Infektion der Fokus in der Notaufnahme zum einen auf der raschen Identifikation von
Patient:innen mit einer SARS-CoV-2 Infektion und zum anderen auf der friihestmdglichen
Erkennung von Patient:innen mit einem potentiell schweren Krankheitsverlauf. Dies setzt das
Verstandnis der Pathophysiologie der Erkrankung voraus. Ziel dieser Arbeit war eine Analyse des
Proteoms von Patient:innen mit unterschiedlichen klinischen Outcomes. Es sollte eruiert werden, ob
typische Proteinsignaturen diesen Outcomes zugeordnet werden kdnnen. Die Proteom-Analyse
erfolgte aus Blutplasma mittels Proximity Extension Assay (PEA)®-82, Es erfolgte die Untersuchung
von n=172 Patient:innen aus den Zentralen Notaufnahmen der Charité — Universitatsmedizin Berlin
im Zeitraum von Marz bis Juni 2020. Es wurden folgende Subkohorten von notfallmedizinischen
Patient:innen gebildet: 141 Patient:innen mit klinischem Verdacht auf eine SARS-CoV-2 Infektion,
innerhalb dieser Gruppe konnte fiir 44 Patient:innen der Verdacht mittels einer negativen PCR
ausgeschlossen werden. Fir 97 Patient:innen konnte der Verdacht bestétigt werden. Die Gruppe der
SARS-CoV-2 PCR positiven Patient:innen wurde weiter unterteilt: 44 Patient:innen konnten
ambulant behandelt werden, 53 Patient:innen wurden stationdr aufgenommen. Von diesen
Patient:innen mussten 24 (45%) auf einer Intensivstation behandelt werden und 7 (13%) verstarben.

Als zusatzliche Referenzgruppe diente eine Gruppe von 20 Patient:innen, flir die zum Zeitpunkt ihrer
45
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Vorstellung in der Notaufnahme klinisch kein Verdacht auf eine SARS-CoV-2 Infektion bestand. Fiir

alle Gruppen wurde die relative Expression von 177 Plasmaproteinen bestimmt.

Unter den 177 untersuchten Proteinen konnten 14 Proteine identifiziert werden, die auf eine SARS-
CoV-2 Infektion (unabhéngig vom Krankheitsverlauf) hinweisen. Fir die Charakterisierung von
Patient:innen mit einer Indikation zur stationdaren Behandlung ihrer SARS-CoV-2 Infektion konnten
keine relevanten Proteinkombinationen eingegrenzt werden. In Bezug auf einen schweren Verlauf
zeigten sich 6 Proteine relevant fiir die Vorhersage eines letalen Krankheitsverlaufes (5 Proteine fur
die Indikation zur invasiven Beatmung). Bemerkenswert war hier, dass routinemafiig etablierte
Laborparameter (PCT, CRP) diese Vorhersage signifikant schlechter leisteten. Fir einen Anteil der
Patient:innen standen zusétzlich Plasmaproben zu weiteren Zeitpunkten im Krankheitsverlauf bis hin
zur Entlassung zur Verfugung. Die identifizierten Proteine konnten auch longitudinal eine fir den

Schweregrad des Krankheitsverlaufs typische Kinetik zeigen.

Zusammenfassend zeigte sich, dass fir bestimmte klinische Verldufe einer SARS-CoV-2 Infektion
typische  Proteinsignaturen  nachweisbar ~ waren. Die  Studie konnte  verschiedene
Entziindungsmediatoren mit der Pathophysiologie einer SARS-CoV-2 Infektion in Verbindung

bringen und kann somit helfen, diagnostisch und therapeutisch relevante Signalwege zu verstehen.
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Abstract: Background: We evaluated how plasma proteomic signatures in patients with suspected
COVID-19 can unravel the pathophysiology, and determine kinetics and clinical outcome of the
infection. Methods: Plasma samples from patients presenting to the emergency department (ED)
with symptoms of COVID-19 were stratified into: (1) patients with suspected COVID-19 that was not
confirmed (1 = 44); (2) non-hospitalized patients with confirmed COVID-19 (n = 44); (3) hospitalized
patients with confirmed COVID-19 (n = 53) with variable outcome; and (4) patients presenting
to the ED with minor diseases unrelated to SARS-CoV-2 infection (n = 20). Besides standard of
care diagnostics, 177 circulating proteins related to inflammation and cardiovascular disease were
analyzed using proximity extension assay (PEA, Olink) technology. Results: Comparative proteome
analysis revealed 14 distinct proteins as highly associated with SARS-CoV-2 infection and 12 proteins
with subsequent hospitalization (p < 0.001). ADM, IL-6, MCP-3, TRAIL-R2, and PD-L1 were each
predictive for death (AUROC curve 0.80-0.87). The consistent increase of these markers, from hospital
admission to intensive care and fatality, supported the concept that these proteins are of major clinical
relevance. Conclusions: We identified distinct plasma proteins linked to the presence and course of
COVID-19. These plasma proteomic findings may translate to a protein fingerprint, helping to assist
clinical management decisions.

Keywords: COVID-19; proteomics; risk prediction; proximity extension assay; emergency medicine

1. Introduction

SARS-CoV-2 has become a pandemic, affecting more than 219 million people (October
2021), afflicting a significant percentage of infected individuals with symptoms severe
enough to require hospitalization. The treatment of COVID-19 patients is challenging
because of the clinical variability of the disease, ranging from asymptomatic to severe
courses, with potentially fatal outcomes [1-4]. Several biomarkers and protein signatures
have been suggested that can predict the course of COVID-19, particularly a severe clinical
outcome, e.g., intensive care unit (ICU) treatment, mechanical ventilation (MV), and multi
organ failure [5-9].
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Well-established clinical chemistry enzymes and inflammatory markers for risk as-
sessment of COVID-19 patients mostly present the current standard of care in clinical
settings [10]. In particular, patterns of markers reflecting inflammation, organ dysfunction,
dysregulated coagulation, as well as changes in immune cells were suggested to improve
monitoring and prediction of the course of the disease. However, most of these studies
were designed to classify the severity of COVID-19 rather than to characterize the patho-
physiology of SARS-CoV-2 infection [11]. Parameters, such as decreased platelet count,
elevated levels of D-dimer, C-reactive protein (CRP), interleukins (IL), ferritin, and troponin
were identified as risk factors for severe COVID-19, yet—as known predictors of severe
infections and sepsis—lack specificity [12].

Recently, more advanced techniques, using proteomic, metabolomic, complex flow
cytometry, as well as transcriptome analyses, and even single cell sequencing were used to
describe COVID-19 disease progression [13-17]. “Omic” technologies by which proteomes
and biological signatures can be described in a largely unbiased manner are not yet well
established in the hospital environment and in the clinical laboratory. Moreover, these
techniques lack standardization, robustness, and the sensitivities for protein detection are
hitherto poor, preventing clinical applicability.

SARS-CoV-2 infection triggers a potent immune response [18,19]. A better under-
standing of these mechanisms and the proteins involved enables understanding of the
specific pathophysiology of COVID-19 and suggests targeted therapeutic approaches.

The aim of our study was to identify pathognomonic protein signatures of COVID-19
related to inflammation and cardiometabolic processes by multiplexed and ultra-sensitive
proteomic assays [20]. We further included patients with clinically suspected COVID-19
who were subsequently ruled-out for SARS-CoV-2 infection, but presented with COVID-19
comparable symptoms to the emergency department (ED). Thus, patients with suspected
COVID-19 in the ED were analyzed in-depth for the circulating proteomes to determine
(i) the pathophysiology of COVID-19; (ii) clinical outcome compared to standard of care
diagnostics; and (iii) the kinetics of the proteome impacting disease development.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

We performed a non-interventional, observational study at the university hospi-
tal Charité—Universititsmedizin Berlin. The study was approved by the ethics com-
mittee at Charité—Universitdtsmedizin Berlin, Campus Virchow-Klinikum, Germany
(no. EA2/095/20). All experiments were performed in accordance with relevant guidelines
and regulations. From 19 March, 2020 to 18 June, 2020, we enrolled a consecutive sample of
141 patients presenting to the emergency department with clinically suspected COVID-19.
Patients were tested by SARS-CoV-2 polymerase chain reaction (PCR) in pharyngeal swabs.
The PCR results, which were received within 48 h, did not affect treatment at presentation.
Amongst the 141 patients, 97 were diagnosed with COVID-19 of which 53 were hospital-
ized and 44 were discharged to home care. A total of 44 patients were tested negative
for SARS-CoV-2. Additionally, 20 patients with negative SARS-CoV-2 PCR swabs and
no clinical suspicion of COVID-19 (tested as general care within their admission to the
emergency department, due to, e.g., minor traumata) were considered a reference cohort.

All patients enrolled were clinically examined, diagnosed, and treated to the stan-
dard of care, including blood samples for laboratory blood cell count and differentiation,
hemostaseological and clinical chemistry analyses. We monitored consecutive disease
progression, categorized by ICU admission vs. non-ICU treatment, requirement for MV,
thromboembolic events (TE), discharge, and death.

2.2. Standard of Care Blood Analyses

Lithium heparin plasma, EDTA plasma, citrate plasma (3.2% citrate), as well as serum
were isolated after centrifugation (2200 g for 10 min; all tubes were from Greiner, Bio-One,
Kremsmdtinster, Austria). Routine laboratory values were measured as standard of care at
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the time of admission to the ED or consecutively during the hospital stay. Hematology was
measured on a Sysmex hematology analyzer within an XN-2000 configuration in EDTA
tubes, clinical chemistry parameters were determined on Roche cobas c701, e602, and e801
analyzers within a cobas 6000/8000 configuration in heparin plasma or serum. Coagulation
testing was performed using citrate plasma and a STAR MAX analyzer (Stago Germany
GmbH, Diisseldorf, Germany).

2.3. Fingerprinting the Circulating Proteome

To measure the circulating proteome, aliquots of standard of care samples were used
that were taken from patients at presentation to the ED. In cases of hospitalization (n = 53),
additional samples were collected from the latest time a blood sample was taken (either
prior to discharge or death) and at the mean of hospital stay (total of 3 samples). For
10 cases, the hospital stay was covered by a total of 7 plasma samples each taken at
7 consecutive times.

Plasma levels of altogether 177 different proteins were analyzed using Olink’s pan-
els Cardiovascular II (Lot #B02623) and Inflammation (Lot #802608) that employ their
proximity extension assay (PEA) technology [20]. Briefly, one microliter of plasma was
incubated with a set of probes, each consisting of an antibody conjugated to a specific
DNA oligonucleotide. Once a protein is recognized by a pair of probes, the DNA oligonu-
cleotides of the antibody pairs, now in close proximity, are allowed to hybridize to each
other and are extended by enzymatic polymerization. The newly formed DNA molecule
is then amplified and quantified by real-time PCR. The PCR results were analyzed as
normalized protein expression (NPX) values on a log2 scale. NPX values were obtained
by normalizing Cq-values against extension controls, inter-plate control, and a correction
factor. A high NPX value corresponds to a high protein concentration and expresses relative
quantification between samples but represents no absolute quantification that would allow
comparing the levels of different proteins to another. Results from the proteome analysis
did not impact the treatment of patients.

2.4. Statistics

Identifying relevant parameters. The aim was to identify proteins that indicated
differences with regard to patient classification before hospitalization and to clinical end-
points. For every parameter, measured values were binned into “low”, “middle”, “high”
with the same population size for each quantile and two half-populated quantiles were
added for the upper and lower outliers. The two rows (comparing two classes of patients)
of the corresponding cross table should overlap as little as possible, determined by the
chi?-independence test of those cross tables. A classification was defined as “likely not
independent from the measured parameter”, if the p-value was <0.001, approximately one
fifth of 1/184 (total number of parameters including analytes spotted on both PEA-plates).

Restricting to clinically relevant parameters. The quantized chi?-test led to a set of
identified parameters. To reduce the risk that correlations between parameter quantile and
clinical events were due to overfitting, the data set was further restricted to parameters
which correlated to at least one cohort assignment (COVID-19 yes/no, hospitalization
yes/no) as well as to at least one of the clinical endpoints (ICU admission, requirement for
MYV, TE, death).

Principal component analysis (PCA). Based on the matrix M of the selected clinically
relevant parameters versus the first measurements of hospitalized COVID-19 patients
(n = 53), a singular value decomposition (PCA) was performed with M = urywv.

The prognostic and diagnostic strength of the circulating proteins was compared using
area under the receiver operating characteristics (AUROC), calculated with the R package
PROC. Standard of care parameters and baseline characteristics were compared using
Mann-Whitney U and Fisher’s exact tests.

All statistical analyses were performed on R version 3.6.1 and MATLAB/Octave.
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3. Results
3.1. Patient Stratification, Clinical and Standard of Care Laboratory Assessment

Altogether, n = 141 patients at the ED were enrolled and allocated to the following
major subgroups (Figure 1): (1) patients with negative SARS-CoV-2 PCR results but with
clinical symptoms compatible with COVID-19 (COVID-19 negative group, n = 44); (2) pa-
tients with positive SARS-CoV-2 PCR results but without hospitalization (non-hospitalized
COVID-19 group, n = 44); (3) patients with positive SARS-CoV-2 PCR result and hospital-
ization (hospitalized COVID-19 group, n = 53). Within the hospitalized COVID-19 group,
24 patients were admitted to the ICU, 16 with indication for MV ventilation, 6 experienced
TE, and 7 patients died. Baseline demographics for all patient groups are shown in Sup-
plemental Table S1. The groups did not show any clinically significant or unexpected
differences with regard to sex and major comorbidities.

n=152
Patient enroliment:
Patients presenting with suspicion of COVID-19 to the ED at Charité-
Universitatsmedizin Berlin, Germany, from March until June 2020

n=11
> Excluded Patients
due to lack of patient

history

n=141
PCR swab for SARS-CoV-2 and blood sampling

]
COVID-19 confirmed by PCR

COVID-19 n =97
LT T P T I clinical - |
I Additional | suspicion but Discharge from In-patient Care
I reference : negative PCR ED (CovID-19
1 cohort with 1 (non-COVID- (COVID-19 group, group,
| negative PCR I 19 group) non-hospitalized) hospitalized)
1 n=20 ] n=44 n =44 n =53
L5 7 _F 0 N 0 I |
|
| | | |

h =24 (45%) n =16 (30%) n=6(11%) n=7(13%)

ICU treatment I Mechanical Ventilation I Thromboembolic Event I Death I

Figure 1. Study outline.

At admission to the emergency department, the initial clinical laboratory data revealed
no major differences in clinical chemistry parameters when symptomatic non-COVID-19
patients were compared with combined hospitalized and non-hospitalized COVID-19
patients (Supplemental Table S2). Only white blood cell (WBC) counts were lower in
COVID-19 patients compared to non-COVID-19 patients. Notably, the standard of care
parameters CRP, procalcitonin (PCT), and lactate dehydrogenase (LDH) did not differ,
although they were frequently reported as COVID-19-associated analytes [12]. Thus,
these analytes did not present a pathognomonic COVID-19 pattern for patients in the ED
(Figure 2). As expected, our comparison of hospitalized and non-hospitalized COVID-19
patients found significantly higher LDH, CRP, PCT, and troponin T (TNT) concentrations
and lower estimated glomerular filtration rates (¢GFRs) among the COVID-19 inpatients
(Supplemental Table S2) [12].
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Figure 2. Standard of care parameter-values of C-reactive protein (CRP), procalcitonin (PCT), white blood cell (WBC) counts,
and lactate dehydrogenase (LDH) of combined groups without COVID-19 were compared to COVID-19 hospitalized and
non-hospitalized patients. Data are visualized by violin plots, which are a combination of kernel density plots, and box
plots depicting median, 25th, and 75th percentiles. No significant differences were detectable for CRP, PCT, and LDH.
Units are as follows: CRP (mg/L), PCT (ug/L), WBC (cells/nL), LDH (U/L). Significantly lower WBC levels were found in
patients with confirmed SARS-CoV-2 infection compared to non-COVID-19 patients (p < 0.001). Green = non-COVID-19;
yellow = COVID-19 without hospitalization; red = COVID-19 with hospitalization; black dots: outliers.

3.2. Plasma Proteins Associated to COVID-19 Status

The levels of 177 individual circulating proteins were determined in the four study
groups at the time of admission (Supplemental Table S3, including full names and abbrevia-
tions of analyzed proteins). As highlighted in Figure 3, within this proteome analysis, there
were only 14 mainly inflammatory proteins (CXCL10, CXCL11, CXCLS5, Gal-9, INF-gamma,
IL-18, IL-18R1, LIF-R, MCP-2, MCP-3, MERTK, MMP-1, PD-L1, and TNF) that differed sig-
nificantly (p < 0.001) between COVID-19 patients (hospitalized and non-hospitalized) com-
pared to those with a symptomatic non-COVID-19 diagnosis. This suggests pathognomonic
proteome changes triggered by SARS-CoV-2, but also highlights that only 8% were changed
in the cross-sectional analysis when compared to other symptomatic patients (Table 1). The
assumption that these proteins define a pathophysiological signature of COVID-19 was
underlined by the finding that no significant differences of protein levels were detected for
all different 177 proteins analyzed between the reference subgroup and the symptomatic
non-COVID-19 groups (significance level of p < 0.001, Supplemental Table S3).



Viruses 2021, 13, 2456

chemokines immune modulators protease
CXCL5 CXCL10 CXCL1 Gald PD-L1 MERTK MMP-1
) o ’
g 10 ‘ ’ é ’ ¢ ,
B : ¢ ; '
4 1 r
5 &+ -
[+
= !
5 F<0.001 P <0.001 F<0.001 F<0.001 P <0.001 F<0.001 P <0.001
Non- COVID-13 Non-  COVID-19 Mon-  COVID-19 MNon- COVID-13 Non-  COVID-19 Non- COVID-13 Non- COVID-13
COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-18 COVID-19 COVID-19
cytokines and their cognate receptors
INFgamma IL-18R1 IL-18 LIFR MCP-2 MCP-3 TNF
15 F <0001 P <0.001 P <0.001 P <0.001 P <0.001 F <0.001 F<0.001
: .
2100 | ' 6
2 ]
g i < P 6 : .
» l 1
o : [
z s ! | - P é !
o
Mon-  COVID-13 Non-  COVID-13 Non-  COVID-19 Mon- COVID-13 Non-  COVID-19 Non-  COVID-13 Non-  COVID-19
COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-19 COVID-19

Figure 3. Proteome analyses—PEA values of discriminatory analytes with significant differences (p < 0.001) between
non-COVID-19 and COVID-19 patients. Data are visualized by violin plots, which are a combination of kernel density
plots, and box plots depicting median, 25th, and 75th percentiles. A high-normalized protein expression (NPX) value
resembles a high protein concentration and expresses the relative quantification between samples. NPX values are given on
a log-scale. Green = non-COVID-19; yellow = COVID-19 without hospitalization; red = COVID-19 with hospitalization;
black dots: outliers.

Table 1. Selected protein levels analyzed by proximity extension assay (PEA), number of valid measurements, interquartile
ranges, and significances (p-values) of the non-COVID-19 and the COVID-19 group at the time of admission to the ED. PEA
proteome values are selected on the basis of significant differences either between non-COVID-19 patients and COVID-19
patients, or within the COVID-19 patient group regarding significant predictive impact (refer to Table 2). Only p-values <
0.001 are depicted in bold.
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Non-COVID-19 Group

COVID-19 Group

(N =44) (N =97)
Parameter Valid Values Median Interquartile Valid Values Median Interquartile p-Value
Value Ranges Value Ranges
ADM 44 8.05 6.96, 8.74 95 7.64 7.21,8.54 0.5725400
CCL23 41 10.43 9.99,11.58 96 10.41 9.65,10.99 0.0787430
CTSL1 44 8.73 8.52,8.99 95 8.62 8.43,8.91 0.6467800
CXCL10 41 9.88 8.96, 11.07 96 12.69 11.90, 13.34 0.0000004
CXCL11 41 10.30 9.90,11.15 96 12.05 10.75,12.53 0.0000039
CXCL5 41 12.18 11.29,12.50 96 11.52 10.83, 12.04 0.0006775
DCN 44 3.99 3.70,4.39 95 412 3.70,4.57 0.4066400
Gal9 44 4.76 413,511 95 5.70 5.10, 6.58 0.0000001
HGF 41 7.72 7.16,8.19 96 7.45 6.76,8.15 0.4525200
IFNgamma 41 2.33 2.33,3.01 96 4.67 2.96, 6.01 0.0000160
IL18 44 7.64 7.22,8.07 95 8.33 7.80,8.75 0.0007774
IL18R1 41 7.35 7.08,7.56 96 7.92 7.53,8.45 0.0000445
IL27 44 3.20 2.87,3.69 95 3.36 3.01,3.90 0.5745600
IL6 44 418 2.42,6.56 95 472 3.50,5.84 0.0639610
KiM1 44 8.21 7.47,8.81 95 7.86 7.08, 8.79 0.7888000
LIFR 41 433 4.04,4.54 96 4.63 4.35,4.90 0.0005687
LPL 44 7.49 6.99, 8.16 95 7.52 6.94,8.03 0.8819400
MCP1 41 11.72 11.33,12.14 96 12.33 11.65, 12.82 0.0240940
MCP2 41 8.81 8.37,9.16 96 10.69 9.81,11.58 0.00000001
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Table 1. Cont.
Non-COVID-19 Group COVID-19 Group
(N =44) (N =97)
Parameter Valid Values Median Interquartile Valid Values Median Interquartile p-Value
Value Ranges Value Ranges

MCP3 41 3.98 3.43,4.95 96 5.43 4.55,6.77 0.0003295
MERTK 44 6.55 6.23,6.83 95 6.96 6.56,7.26 0.0007555
MMP1 41 13.25 12.28, 14.66 96 13.00 11.86, 13.89 0.0007128
MMP12 44 6.41 5.64,7.37 95 5.80 4.97,6.93 0.1359200
orG 41 9.35 8.83,9.99 96 9.11 8.65,9.78 0.1229900
PDL1 41 4.39 4.06, 4.64 96 5.14 4.74,5.61 0.0000002
TNF 41 1.59 1.21,2.03 96 2.15 1.80, 2.63 0.0002014
TNFRSF10A 44 2.52 1.97,2.96 95 2.49 2.09,3.23 0.8851000
TRAIL-R2 44 6.33 5.76,7.17 95 6.05 5.48,7.01 0.2625300

Table 2. Levels of selected circulating proteins and standard of care parameter (SoC) levels, interquartile ranges and

significances (p-values) of the COVID-19 group with regard to the clinical endpoints hospitalization, intensive care unit

(ICU) treatment, indication for mechanical ventilation (MV), thromboembolic event (TE), and death. Only analytes

with significant discrimination either between non-COVID-19 and COVID-19 patients, or within hospitalized and non-
hospitalized COVID-19 patients are shown. Only p-values < 0.001 are depicted in bold.

Median and Interquartile Ranges for

Median and Interquartile Ranges for

p-Values Non-Outcome vs. Outcome

Non-Outcomes Outcomes
ICU MV TE Death ICU MV TE Death ICU MV TE Death
29 37 47 46 24 16 6 7
(54.72%)  (69.81%) (88.68%) (86.79%) (45.28%) (30.19%) (11.32%) (13.21%)
SoC analytes

36.5 35.3 444 45.3 110 140 187 53.7

CRP (14.6- (15.8- (16.5- (16.4— (25.8- (59.8- (39.4- (22.8- 0.020 0.011 0.175 0.637
62.6) 66.1) 89.7) 106) 155) 216) 265) 129)
0.10 0.10 0.10 0.11 0.17 0.20 047 0.11

PCT (0.08- (0.08- (0.08- (0.08- (0.10- (0.10- (0.20- (0.10- 0.241 0.160 0.082 0.897
0.24) 0.24) 0.25) 0.26) 0.30) 0.62) 0.78) 0.25)
6.35 6.62 6.35 7.12 7.49 7.64 9.35 5.65

WBC (5.33- (5.27- (5.26— (5.29- (5.13- (5.33- (9.12- (5.05- 0.372 0.416 0.106 0.325
8.51) 8.63) 8.62) 10.3) 10.9) 12.0) 10.5) 7.35)
300 295 322 340 509 509 461 432

LDH (266— (263- (271~ (269- (439~ (453- (447- (300- 0.014 0.006 0.196 0.978
399) 438) 504) 563) 684) 718) 589) 460)

PEA analytes

8.37 8.30 8.37 8.28 8.41 8.64 8.50 8.98

ADM (7.40- (7.38- (7.49- (7.44— (7.54- (8.16— (7.77- (8.76— 0.1207000 0.0472670 0.5869700 0.0000932
8.78) 8.66) 8.80) 8.65) 8.82) 8.90) 8.75) 9.12)
10.5 10.5 10.8 10.6 11.1 11.2 10.7 11.3

CCL23 (9.92—- (9.92- (10.2- (10.1- (10.6— (10.7- (9.81- (10.8- 0.0006146 0.0018489 0.8367700 0.0551560
10.9) 11.1) 11.2) 11.1) 11.6) 11.6) 11.1) 11.6)
8.72 8.75 8.75 8.80 8.86 8.86 9.17 8.78

CTSL1 (8.52— (8.52— (8.53- (8.52— (8.68— (8.70- (8.88- (8.67— 0.0085455 0.0472670 0.0173740 0.3078300
9.03) 9.03) 9.04) 9.10) 9.18) 9.26) 9.18) 8.99)
12.6 12.7 12.9 12.7 13.1 13.1 13.6 13.7

CXCL10 (12.0- (12.0- (12.0- (11.2- (11.9- (12.4- (10.7- (13.2- 0.0669700 0.1257600 0.0160730 0.0024786
13.3) 13.3) 13.3) 13.3) 13.5) 13.6) 13.8) 13.8)
11.8 11.9 12.2 12.0 12.5 12.4 12.6 12.6

CXCL11 (10.9- (10.8- (10.9- (10.7- (11.3- (12.1- (11.2- (12.6- 0.1027300 0.1931000 0.3580900 0.0109360
12.4) 12.5) 12.5) 12.5) 12.7) 12.6) 12.6) 12.6)
11.6 11.5 11.5 11.4 11.3 11.3 11.2 11.7

CXCL5 (11.2- (11.1- (11.1- (11.1- (10.8- (11.1- (11.1- (10.6— 0.6541900 0.2407300 0.1392900 0.0403690
12.2) 12.0) 12.0) 12.0) 12.0) 12.2) 12.0) 12.3)
4.35 4.22 4.35 4.30 441 4.64 4.60 5.31

DCN (3.84— (3.83- (3.84- (3.84- (4.01- (4.37- (4.42- (4.56- 0.0475360 0.0009899 0.0154320 0.0074615
4.77) 4.71) 4.82) 4.70) 4.75) 5.10) 4.72) 5.62)




Viruses 2021, 13, 2456 8of 17

Table 2. Cont.

Median and Interquartile Ranges for Median and Interquartile Ranges for p-Values Non-Outcome vs. Outcome
Non-Outcomes Outcomes
5.90 5.90 5.93 5.78 5.99 6.05 6.27 6.60
Gal9 (5.10- (5.08- (5.14- (5.08- (5.21- (5.59- (4.59- (6.05-  0.7322500 0.5908400 0.1927500 0.0442300
6.77) 6.77) 6.72) 6.72) 6.82) 6.82) 7.00) 6.86)
7.54 7.54 7.64 7.56 8.00 8.16 8.25 8.16
HGF (7.25- (7.31- (7.32- (7.32- (7.44- (7.59- (7.71- (7.83—  0.0354240 0.0452030 0.3725600 0.1236400
8.20) 8.20) 8.23) 8.36) 8.59) 8.59) 8.41) 8.27)
4.59 4.63 4.80 4.67 4.95 4.89 3.50 4.53
IFNgamma (2.60- (2.79- (3.19- (3.15- (3.64- (3.20- (2.40- (3.09-  0.1746500 0.6409200 0.8324600 0.8324600
6.00) 6.04) 6.03) 6.03) 5.63) 5.21) 4.86) 5.31)
8.42 8.36 8.44 8.43 8.51 8.64 8.42 8.66
IL18 (8.09- (8.05- (8.14- (8.09- (8.16- (8.27- (7.60- (8.26—  0.3469200 0.0557820 0.3616600 0.3725600
8.71) 8.67) 8.86) 8.90) 9.41) 9.56) 9.17) 9.03)
8.05 8.05 8.09 7.98 8.35 8.23 8.12 8.55
IL18R1 (7.60- (7.59- (7.61- (7.61- (7.70- (7.84— (7.65- (8.30—  0.4282800 0.2964400 0.8367700 0.1236400
8.42) 8.53) 8.49) 8.47) 8.62) 8.55) 8.59) 8.64)
3.70 3.62 3.68 3.62 3.67 3.90 3.68 4.42
IL27 (3.27- (3.07- (3.09- (3.04- (3.06- (3.45- (3.43- (4.05-  0.3287600 0.0472670 0.4544500 0.0074615
4.15) 3.98) 4.11) 3.96) 4.04) 4.35) 4.13) 4.49)
4.84 4.86 5.27 5.05 6.43 6.74 5.84 6.62
1L6 (4.33- (4.33- (4.66— (4.40- (5.37- (5.60—- (4.36— (5.55-  0.0000044 0.0000002 0.3580900 0.0319650
5.55) 6.01) 6.61) 6.26) 6.96) 7.31) 6.54) 6.80)
8.51 8.38 8.41 8.37 8.06 8.68 8.72 9.01
KIM1 (8.13- (7.75- (7.71- (7.69- (7.62—- (7.78- (7.96— (8.68—  0.1353200 0.1374300 0.8455500 0.0442300
9.53) 9.07) 9.08) 9.09) 8.85) 9.32) 9.39) 9.35)
4.66 4.73 4.80 4.76 4.84 4.84 493 5.07
LIFR (4.42- (4.49- (4.50- (4.50- (4.66— (4.67- (4.66— (4.86-  0.0197430 0.0853480 0.3725600 0.0551560
4.94) 4.92) 4.93) 4.92) 4.93) 5.10) 4.99) 5.38)
7.72 7.72 7.66 7.62 7.65 7.65 7.78 8.73
LPL (6.81- (7.06— (7.09- (7.07- (7.41- (7.51- (7.54- (8.10-  0.4779700 0.1412000 0.5225300 0.0001652
8.44) 8.29) 8.35) 8.10) 8.14) 8.67) 8.37) 9.06)
12.4 12.3 12.5 12.5 13.0 13.3 13.4 13.5
MCP1 (11.8- (11.8- (11.8- (11.7- (12.1- (12.6- (12.0- (13.0-  0.0000581 0.0000419 0.0545020 0.0024786
12.8) 12.8) 13.0) 13.0) 13.5) 13.7) 13.8) 13.7)
10.5 10.8 10.8 10.8 111 11.0 12.0 12.2
MCP2 (9.34- (9.24- (9.48- (9.26- (9.60- (9.95- (9.91- (11.3—  0.0934230 0.4824300 0.0545020 0.0024786
11.2) 11.7) 11.5) 11.5) 12.0) 12.0) 12.0) 12.4)
5.42 5.59 6.11 6.11 6.93 7.43 7.66 7.29
MCP3 (4.70- (4.72- (4.76- (4.76- (5.98- (6.39- (5.99- (5.63—-  0.0001310 0.0000231 0.0024786 0.0571620
6.70) 6.74) 7.09) 7.16) 7.87) 8.22) 8.11) 8.11)
6.96 6.96 7.02 6.97 7.10 7.16 7.32 7.25
MERTK (6.79- (6.79- (6.82— (6.80- (6.89- (6.95- (6.72— (7.04=  0.1706600 0.1503800 0.0580550 0.2731700
7.39) 7.40) 7.37) 7.37) 7.43) 7.43) 7.79) 7.52)
13.6 13.5 13.5 13.4 13.5 141 14.0 14.3
MMP1 (12.8- (12.5- (12.6- (12.5- (12.5- (12.6- (12.9- (14.1-  0.1102800 0.0158300 0.5116700 0.0551560
14.1) 14.0) 14.2) 14.0) 14.3) 14.5) 14.3) 14.5)
6.34 5.98 6.10 5.84 5.87 6.36 5.75 7.32
MMP12 (5.38- (5.27- (5.28- (5.23- (5.22- (5.24- (5.34- (6.92-  0.2720700 0.2977100 0.8455500 0.1061200
7.30) 7.14) 7.30) 6.98) 7.21) 7.54) 6.70) 7.99)
9.54 9.50 9.52 9.55 9.59 9.82 9.72 10.1
OPG (8.97- (8.97- (8.97- (8.97- (9.02- (9.40- (9.59- (9.69—  0.0499440 0.0242520 0.0109360 0.0551560
10.1) 9.92) 10.1) 9.93) 10.1) 10.2) 10.0) 10.2)
5.04 5.19 5.34 5.29 5.49 5.49 525 5.49
PDL1 (4.81- (4.81- (4.90- (4.82— (5.17- (5.29- (4.59- (5.33—  0.0006113 0.0528220 0.8324600 0.1714200
5.46) 5.61) 5.73) 5.72) 5.82) 5.80) 5.68) 5.77)
2.49 2.33 2.32 2.18 2.05 2.23 2.31 2.72
TNF (2.02- (1.89- (1.92- (1.83- (1.85- (1.92- (1.76- (2.63—  0.0669310 0.4650900 0.9491500 0.1859300
2.87) 2.79) 2.77) 2.65) 2.41) 2.63) 2.46) 3.10)
2.74 2.65 2.87 2.73 3.16 3.30 3.02 3.25
TNEFRSF10A (2.40- (2.40- (2.44- (2.41- (2.50- (2.68- (2.46— (291-  0.0168280 0.0074506 0.5225300 0.1002400
3.25) 3.27) 3.43) 3.41) 3.61) 3.72) 3.53) 3.68)
6.40 6.40 6.75 6.52 7.01 7.16 7.06 7.18
TRAILR2  (5.83- (5.77- (5.91- (5.85- (6.46— (6.71- (6.41- (7.07-  0.0004393 0.0000823 0.5869700 0.0125550

7.09) 7.08) 7.22) 7.09) 7.35) 7.63) 7.16) 7.85)
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3.3. Comparison of Hospitalized and Non-Hospitalized COVID-19 Patients

Next, we focused on protein levels with regard to differences between COVID-19
patients that were discharged from the ED based on clinical evaluation (non-hospitalized
COVID-19 group) or were subsequently hospitalized (hospitalized COVID-19 group).
We identified a subset of protein analytes that were significantly (p < 0.001) elevated in
hospitalized COVID-19 patients (ADM, CTSL1, HGEF, IL-27, IL-6, KIM1, MERTK, MMP-1,
MMP-12, OPG, TNFRSF10A, and TRAIL-R2) (Figure 4) (medians, interquartile ranges,
and p-values are shown in Supplemental Table S3). The shortlist proteins include known
markers of cellular degradation, hormones, as well as interaction with microbes and viruses.

growth factor
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e .8 ~ @
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Figure 4. Proteome analyses—PEA values of discriminatory analytes within COVID-19 group, either non-hospitalized

(outpatients) or hospitalized (inpatients). Data are visualized by violin plots, which are a combination of kernel density
plots, and box plots depicting median, 25th and 75th percentiles. A high-normalized protein expression (NPX) value
resembles a high protein concentration and expresses the relative quantification between samples. NPX values are given on
a log-scale. Yellow = COVID-19 without hospitalization; red = COVID-19 with hospitalization; black dots: outliers.

3.4. Proteome Analyses in Hospitalized COVID-19 Patients with Regard to Clinical Outcome

Using samples collected at the initial admission to the ED, we investigated the as-
sociations of the circulating proteins with outcomes in hospitalized COVID-19 patients
represented by four clinical events: ICU treatment, need for mechanical ventilation (MV),
TE, and death (Table 2). Only the plasma levels of CCL23, IL6, MCP-1, MCP-3, PD-L1, and
TRAIL-R2 were significantly higher (p < 0.001) in patients who subsequently received ICU
treatment. Furthermore, a subset of five proteins (DCN, IL6, MCP-1, MCP-3, and TRAIL-
R29) was significantly higher (p < 0.001) in patients with subsequent MV. Interestingly, the
COVID-19 specific elevation of MCP-3, predicted, in addition to ICU care also the need for
ventilation. Finally, the protein levels of ADM (p < 0.0001) and LPL (<0.0002) were strongly
associated with fatal outcome.

Interquartile ranges for protein levels as well as standard of care parameters CRP, PCT,
WBC, and LDH with regard to clinical outcome are shown in Table 2 and AUROC values
in Supplemental Table S4. A number of analytes had high AUROCs with respect to fatal
outcome, in particular ADM (0.87), CXCL10 (0.82), CXCL11 (0.82), DCN (0.80), IL-27 (0.82),
and TNF (0.80). Noteworthy, no standard of care parameter (CRP, PCT, WBC, and LDH)
was significantly accurate for the analyzed outcomes.
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3.5. A Proteomic Fingerprint Predicts Outcome

To further increase the predictive power of the plasma proteomics, we combined the
different individual proteins into a single model. Based on our mathematical approach
to identify relevant parameters, we selected five patient-discriminatory proteins (ADM,
IL-6, MCP-3, TRAIL-R2, PD-L1) that were predictive for COVID-19 rule-in and/or hospi-
talization and at least for one of the following events: ICU treatment, TE, MV, and death.
The principal component analysis (PCA) of these proteins (ADM, IL-6, MCP-3, TRAIL-R2,
PD-L1) is shown in Figure 5.

first plasma sample middle plasma sample last plasma sample

identified analytes

w
o
=&
T
o
g
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o
-
— |
. v

B B o W e

|

L ; J

principal component clinical endpoinds

Figure 5. Heat map of predictive performance—the heat map presents the relative values of the five selected analytes (ADM,
IL-6, MCP-3, TRAIL-R2, PD-L1) and the corresponding principal component analyses (PCA, as a combination of these
markers) in relation to four clinical events (ICU treatment, TE, MV, and death). The first heat map (left) presents values
based on plasma taken initially in the ED. The middle heat map presents values from the plasma sample at the middle of
the hospital stay, and the last heat map plasma sample from the latest time point (either prior to discharge of the patient or
before fatal outcome). The samples are sorted according to the value of PCA.

To illustrate the proteome-based clustering of patient groups in terms of clinically
relevant events, we selected those three proteome parameters from the identified proteins,
which predicted hospitalization (ADM, IL-6, TRAIL-R2). We plotted this projected plasma
proteomics data into a three-dimensional space (Figure 6A). For the analysis using ED
samples only, we included all COVID-19 patients (non-hospitalized and hospitalized,
n =97). For the middle and last sampling time point, we only projected the data from the
hospitalized patients. The scatter plots reveal a robust clustering of the different clinical
groups and even more distinct separation during the course of COVID-19 infection.

Similarly, the high-resolution kinetic (Figure 6B) of the selected markers ADM, IL-6,
MCP-3, TRAIL-R2, and PD-L1 demonstrated prognostic value from ED blood samples.
The relative levels of the individual markers fluctuated slightly during hospitalization, a
disadvantage for diagnostics, with the exception of TRAIL-R2, which increased in nearly
all of patients with fatal outcome during hospital stay. However, by combining these
markers into a panel using PCA, the compound fingerprint remained stable over the
hospitalization time (Figure 6C) and was clearly not dependent of medical intervention
(ICU, MYV, and medication). The data that support the findings of this study are available
on request from the corresponding author. A correlation matrix between the selected
markers and the standard of care infection markers WBC, CRP, and PCT is shown in
Supplemental Figure S1.
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Figure 6. Illustration of predictive protein values and kinetics as well biological variation of proteins
during hospital stay—(A) three-dimensional illustration of predictive protein values. Green dots:
non-hospitalized COVID-19; red dots: hospitalized COVID-19 with ICU admission; blue dots:
hospitalized COVID-19 with ICU admission and requirement for mechanical ventilation; Black dots:
COVID-19 with fatal outcome. (B) Kinetics of the five selected markers separately (ADM, IL-6,
MCP-3, PD-L1, TRAIL-R2) and (C) the PCA based on the combination of the analytes. The x-axis
represents seven different time points of plasma procurement, with the first (1) taken at the ED
and the seventh (7) isolated prior to discharge or death of the patient. Samples two to six were
isolated during the hospital stay at approximately similar time intervals. Depicted are values of
all n = 53 hospitalized COVID-19 patients with three time points. For n = 10 (solid dots) patients
plasma samples at seven time points were analyzed. Open dots represent patients with three time
points. Green dots = discharged patients, black dots = patients with fatal outcome. Shown are data
for individual COVID-19 patients with survival (solid green dots = patients with seven time points,
open green dots = patients with three time points) and mean values (solid green line) with standard
deviation (light green area) and data for individual COVID-19 patients with fatal outcome (solid
black dots = patients with seven time points, open black dots = patients with three time points) and
mean values (solid black lines) with standard deviation (grey area).
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4. Discussion

Our in-depth and targeted analysis of the immune and cardio-metabolism related
plasma proteins described the molecular phenotypes related to a specific pathophysiology
of COVID-19 and outlined that circulating proteins can predict clinical outcome. The high
predictive accuracy, in particular with regard to fatal outcome, together with stable protein
kinetics provide a strong rationale to further evaluate the identified proteins for clinical
diagnostics. Moreover, we present a composite risk fingerprint that robustly predicts
COVID-19 mortality in patients at initial presentation in the ED. Our study confirms
previously suggested immune-markers, such as TNF and IL-6 [21,22], as well as hitherto
unrecognized proteins as novel indicators for further disease progression.

4.1. How Can Proteomic Fingerprinting Help Clinicians Better Understand COVID-19?

Organ failure in severe COVID-19 cases seems to be due to this excessive reaction,
often described as a cytokine storm, rather than due to viral virulence [23-25]. Routinely
measured markers, such as hematological, hemostaseological and clinical chemistry pa-
rameters, were extensively evaluated [24,26]. However, while some provide prognostic
information, their lack of specificity for COVID-19 pathophysiology and their poor perfor-
mance for long-term clinical outcome limits their clinical value.

4.2. What Are the Advantages of Our Analysis Design?

To gain a greater overview we included not only patients with suspected COVID-19
and proven SARS-CoV-2 infection in pharyngeal swabs, but also patients with COVID-19
typical symptoms, but negative SARS-CoV-2 PCR (symptomatic COVID-19 negative group).
COVID-19 positive patients were further subdivided into groups requiring hospitalization
or not. In the COVID-19 positive and hospitalized group, we isolated three and up to
seven longitudinal samples per patient in the hospitalization follow-up. By comparing
non-COVID-19 and COVID-19 patients presenting with similar symptoms to the ED, the
study design has the advantage of describing proteomic aspects of the pathophysiology of
COVID-19, i.e., to identify proteins and proteome changes specific to COVID-19 patients
and not for a respiratory symptom pattern. In the COVID-19 patient group, protein markers
can further be evaluated in predictive models, either as early time point markers or in
protein kinetics during disease course.

4.3. What Distinguishes Patients with SARS-CoV-2 Infection from Patients with Similar
Symptoms but Negative PCR Results?

The broad and sensitive proteomic analyses identified a subset of chemokines (CXCL5,
CXCL10, CXCL11), immune modulators (Gal-9, PD-L1, MERTK), cytokines and their
cognate receptors (IFN-gamma, IL-18, IL-18R1, LIF-R, MCP-2, MCP-3, TNF), and proteases
(MMP-1), as being significantly elevated in COVID-19 patients compared to non-COVID-19
patients with similar symptoms.

SARS-CoV-2 infection rapidly triggers the release of acute phase reactants, such as
INF gamma and interleukins, which is considered a general characteristic of COVID-
19 [27]. Indeed, some of these pathognomonic parameters have previously been shown
to be associated with SARS-CoV-2 at some point between initial infection and clinical
deterioration [23,24,28].

Interestingly, only few of the COVID-19 plasma markers are also related to disease
outcome. This indicates that immune activation is a feature of symptomatic COVID-19
rather than a sign for deterioration. Thus, elevated cytokine and interleukin levels, includ-
ing IL-2, IFN gamma, and TNF described in several studies [24,28] are pathognomonic
for SARS-CoV-2 infection in general, but seem not primarily related to the feared and
potentially lethal hyperactivation of the immune system.

Nevertheless, to draw conclusions of the immunological essence of COVID-19 is
difficult and might not only depend on the phase of infection, but also be influenced by the
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individual host response, as well as host-dependent co-factors, such as age, comorbidities,
and coinfections.

4.4. Which Plasma Proteins Indicate a Severe Outcome in COVID-19 Patients?

Our model identified 16 markers that were associated with high significance (<0.001)
with clinical events (hospitalization, mechanic ventilation, thromboembolic event, or death).
Remarkably, only nine markers (ADM, CCL23, DCN, IL6, LPL, MCP1, MCP3, PD-L1, and
TRAIL-R2) were associated with clinical events after hospitalization, and of them, only
the cytokine MCP-3 and the immune inhibitory receptor ligand PD-L1 were COVID-19
specific. This fits to the concept that COVID-19 triggers a cascade of immune response
followed by a secondary cytokine wave in some patients, which is responsible for the fatal
progression [24,25].

In our study, the circulating hormone ADM was the strongest single predictive marker
that was associated with COVID-19 mortality and outperformed all other immune markers
as well as laboratory parameters in its predictive power (AUROC = 0.87). These findings
support further focused evaluation of ADM’s pathophysiological role in organ failure and
COVID-19 and its application as powerful diagnostic marker and potentially therapeutic
target in COVID-19 patients [29].

Although ADM and other markers had a strong association with clinical outcomes on
their own, we developed at a composite marker combining the circulating hormone ADM,
the cytokines IL-6 and MCP-3, the apoptosis related receptor TRAIL-2R, and the immune
inhibitory receptor ligand PD-L1 in order to further increase the predictive performance.

The combination of several markers to a COVID-19 risk score balances inter- and
intra-patient variability due to the individual immune repertoire, comorbidities, and actual
therapy, reflected by genetic aspects influencing the circulating proteomes [30]. Potential
technical imprecisions can also be adjusted. The robustness of our composite COVID-19
risk PCA analysis is impressively illustrated in the kinetics during hospitalization. With the
exception of the apoptosis-related protein TRAIL-R2, which was dynamically increased in
those patients with fatal outcome, the other markers displayed a rather steady state. Stable
high levels of the composite score were seen in the high-risk patients, despite differences in
clinical treatment, e.g., admission to the ICU with or without indication for MV. We believe
that refinement, by inclusion and exclusion of markers, and further standardization will
increase the clinical utility for a potential diagnostic assay.

4.5. What Are Clinical Implications and Do Possible Therapeutic Targets Exist?

A better understanding of the underlying mechanisms resulting in distinct proteome
changes and the proteins involved may enable targeted therapeutic approaches. Three of
the five key proteins identified in this study in PCA sorting analyses have already been
identified as therapeutic targets in COVID-19, and clinical trials are currently ongoing.

Inhibitors of IL-6 and its receptors, such as Tocilizumab, have been approved by
the FDA for treating chimeric antigen receptor (CAR)-T-cell mediated cytokine release
syndrome (CRS), and have been proposed as a new therapeutic strategy for other types of
cytokine wave including sepsis [31]. Indeed, recent studies provided data in favor of im-
proved outcome in critically ill patients with COVID-19 receiving IL-6 antagonists [32-34],
while other studies produced mixed results [35,36].

ADM is a peptide hormone modulating endothelial function, potent vasodilator, and
immune modulator [37], correlating with mortality in septic patients [38]. Like in our
study, elevated levels of ADM were also observed in severe COVID-19 cases [39]. The
anti-ADM antibody Adrecizumab stabilizes and maintains the endothelial barrier function
and is thus supposed to reduce capillary leakage in septic shock, which is also described
as a pathomechanism in COVID-19 [40,41]. In a small case series with eight critically
ill COVID-19 patients, the administration of Adrecizumab seemed to favor the clinical
outcome [42].
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PD-1 (CD 279) is a regulator of T cell responses and immunological tolerance [43]. The
expression of its cognate ligands PD-L1 (CD 274) and PD-L2 (CD 273) can be increased by
various viruses [44]. Elevated blood levels of the soluble PD-L1 isoform seem to inhibit
T-cell functions and thus be a marker of T-cell-exhaustion [45].

In our study, PD-L1 was not only one of our composite markers in PCA analyzes pre-
dicting clinical outcome but was also significantly higher in COVID-19 patients compared
to the symptomatic non-COVID-19 group. This extends current findings of significant
difference of soluble PD-L1 levels at hospital admission between mild/moderate and
severe/critical COVID-19 cases [45,46].

4.6. Can the Multiplexed Proteomics Technique Be Implemented in Clinical Routine as a
Diagnostic Method?

The PEA technology has several advantages compared to conventional antibody based
assays [20,47] and possibly “omic”-technologies [16]: (1) the technique is ultrasensitive
allowing parallel detection of multiple proteins comparable to commercially available
singleplex immunoassays; (2) the use of paired antibodies and matching of complementary
DNA tags to detect and report each protein at a high specificity; (3) the required plasma
volume is minimal, in the range of microliters; and (4) the system is flexible to exclude
and include new targets. Moreover, the technical reproducibility is highly indicated by the
strong correlation (correlation coefficient 0.972-0.997) of the levels of same targets from
different plates.

Although we believe our findings are solid and supported by previous research,
the results should be interpreted with caution because of its observational nature. Most
associations of markers and outcomes were highly significant, but ultimate confirmation
can only be obtained in independent COVID-19 patient cohorts. The same is true for
the construction of a risk score based on the combination of prognostic markers, which
may imply overfitting. However, recent studies applying also PEA technology identified
an overlap of proteins with our results in non-COVID-19 and COVID-19 patients in the
ED, when comparing COVID-19 patients with healthy controls, e.g., CXCL10, CXCL11,
IFN gamma, MCP-2, MCP-3, and TNF [48], and regarding HGF in hospitalized vs. non-
hospitalized patients [46]. Finally, it needs to be stressed that our clinical data were obtained
early in the pandemic when clinical evaluation and management of COVID-19 patients, in
particular when presented to the ED, was driven by empirical considerations. Since then,
optimized management has decreased the morbidity and mortality of COVID-19.

4.7. Concluding Remarks

In summary, we demonstrated diverse immune traits that were associated with
the pathophysiology and the clinical outcome of COVID-19. As such, increases of pro-
inflammatory markers underline disease severity dependent changes in the plasma pro-
teome. The dynamic signatures of markers related to immune response and vascular
homeostasis broaden our understanding of the systemic reaction to COVID-19 and will
help to optimize biological and clinical assessment of proteins in the context of COVID-
19. It is important to note that we employed a high significance level (p < 0.001) in our
evaluations of proteomics data because we analyzed a high number of analytes in the
samples from the different cohorts. This approach was used to avoid detecting random
differences in the study population. While many aspects are still enigmatic in the patho-
genesis of COVID-19, our study stresses the potential to monitor the suggested mediators
of inflammation for informed risk stratification and alternative intervention.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/v13122456/s1, Supplemental Figure S1: Correlation matrix between the selected mark-
ers and the standard of care infection markers WBC, CRP, and PCT. Blank cells were statistically
insignificant. Supplemental Table S1: Baseline demographics of patients included in this study.
Supplemental Table S2: Clinical chemistry, hematology, and hemostaseology of patient groups at
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3.2.2 Diagnose einer bakteriellen Superinfektion fur Patient:innen mit SARS-CoV-2
Infektion

Bauer, W., Gléser, S., Thiemig, D., Wanner, K., Peric, A., Behrens, S., Bialas, J., Behrens, A.,
Galtung, N., Liesenfeld, O., Sun, L., May, L., Mace, S., Ott, S. and Vesenbeckh, S.

Detection of Viral Infection and Bacterial Coinfection and Superinfection in Coronavirus Disease
2019 Patients Presenting to the Emergency Department Using the 29-mRNA Host Response
Classifier IMX-BVN-3: A Multicenter Study

Open Forum Infectious Diseases, Sep/2022, ofac437, 9
https://doi.org/10.1093/ofid/ofac437

Bei Patient:innen mit einer viralen Infektion flhrt eine bakterielle Superinfektion zur Erhéhung der
Morbiditat und Letalitat®®®4. Ziel dieser multizentrischen Studie war es deshalb, zu prifen, ob der in
3.1.1 vorgestellte auf Wirts-mRNA-basierende Test?8 auch eine bakterielle Superinfektion bei

Patient:innen mit gesicherter SARS-CoV-2 Infektion diagnostizieren kann.

In insgesamt sieben Zentren (USA, Schweiz, Deutschland) konnten 127 Patient:innen mit einer im
Vorfeld mittels PCR gesicherten SARS-CoV-2 Infektion eingeschlossen werden. Das Ergebnis des
Indextests (viral versus viral mit bakterieller Superinfektion) wurde wiederum mit den Ergebnissen
der Klinischen Adjudikation verglichen. Die mittels PCR im Vorfeld gesicherte SARS-CoV-2
Infektion konnte in 111 (91,9%) aller Patient:innen (ber den Indextest bestatigt werden. Dariiber
hinaus zeigte der Indextest fiir sieben Patient:innen (6,7%) eine bakterielle Infektion an, welche fir

sechs von sieben Patient:innen in der klinischen Adjudikation bestatigt werden konnte.

Zum einen konnte somit gezeigt werden, dass der Indextest auch bei COVID-19-Patienten das
Vorliegen einer viralen Infektion zuverlassig identifizieren kann. Zum anderen konnte der Test fur
Patient:innen mit gesicherter viraler Infektion eine bakterielle Superinfektion in einer Vielzahl der
Félle erkennen. In der klinischen Anwendung konnte der Indextest helfen, die Indikationsstellung zu

einer antibiotischen Therapie zu unterstutzen.

64


https://doi.org/10.1093/ofid/ofac437

Open Forum Infectious Diseases

)SA

Infectious Diseases Society of America hiv medicine association

OXFORD

Detection of Viral Infection and Bacterial Coinfection
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Background. Identification of bacterial coinfection in patients with coronavirus disease 2019 (COVID-19) facilitates
appropriate initiation or withholding of antibiotics. The Inflammatix Bacterial Viral Noninfected (IMX-BVN) classifier
determines the likelihood of bacterial and viral infections. In a multicenter study, we investigated whether IMX-BVN version 3
(IMX-BVN-3) identifies patients with COVID-19 and bacterial coinfections or superinfections.

Methods. Patients with polymerase chain reaction-confirmed COVID-19 were enrolled in Berlin, Germany; Basel, Switzerland;
and Cleveland, Ohio upon emergency department or hospital admission. PAXgene Blood RNA was extracted and 29 host mRNAs
were quantified. IMX-BVN-3 categorized patients into very unlikely, unlikely, possible, and very likely bacterial and viral
interpretation bands. IMX-BVN-3 results were compared with clinically adjudicated infection status.

Results. IMX-BVN-3 categorized 102 of 111 (91.9%) COVID-19 patients into very likely or possible, 7 (6.3%) into unlikely, and
2 (1.8%) into very unlikely viral bands. Approximately 94% of patients had IMX-BVN-3 unlikely or very unlikely bacterial results.
Among 7 (6.3%) patients with possible (n = 4) or very likely (n = 3) bacterial results, 6 (85.7%) had clinically adjudicated bacterial
coinfection or superinfection. Overall, 19 of 111 subjects for whom adjudication was performed had a bacterial infection; 7 of these
showed a very likely or likely bacterial result in IMX-BVN-3.

Conclusions. IMX-BVN-3 identified COVID-19 patients as virally infected and identified bacterial coinfections and
superinfections. Future studies will determine whether a point-of-care version of the classifier may improve the management of
COVID-19 patients, including appropriate antibiotic use.

Keywords. bacterial infection; coinfection; COVID-19; PCR; SARS-CoV-2; superinfection; viral infection.
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antibacterial therapy [3]. Bacterial coinfections in patients infect-
ed with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) have not yet been investigated in detail. In a re-
cent meta-analysis, Langford et al [4] reported that bacterial co-
infections are relatively infrequent in hospitalized patients with
COVID-19; across 24 studies including 3338 patients, 3.5% of
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patients were found to have bacterial coinfections (estimated on
presentation), whereas 14.3% of patients developed secondary
bacterial infections. The overall proportion of COVID-19 pa-
tients with bacterial infection was 6.9%, more common in criti-
cally ill patients (8.1%). Although antibiotics are ineffective for
the treatment of COVID-19, they were prescribed in 71.9% of
patients with suspected or documented COVID-19, most likely
based on the difficulty in ruling out bacterial coinfection on pre-
sentation and the possibility of bacterial secondary infection [4].
Furthermore, during the first year of the COVID-19 pandemic,
30% of outpatient visits for COVID-19 among Medicare benefi-
ciaries in the United States (US) were linked to an antibiotic pre-
scription, and the highest rates of antibiotic prescribing were
observed in the emergency department [5].

Thus, in the absence of rapid and accurate diagnostic solu-
tions, clinicians need to balance the need for rapid antimicro-
bial therapy to prevent mortality in sepsis patients with
bacterial coinfections versus their role as antimicrobial stew-
ards against the overuse of antibiotics and subsequent harm as-
sociated with bacterial resistance [6].

Inflammatix Bacterial Viral Noninfected version 3
(IMX-BVN-3) is a host messenger RNA (mRNA)-based classi-
fier to determine the likelihood of a bacterial infection and the
likelihood of a viral infection [7, 8]. Several clinical studies have
demonstrated its high accuracy for the detection of bacterial
and/or viral infections [9-12].

In the present prospective multicenter study, we investigated
the performance of the IMX-BVN-3 classifier to (1) confirm vi-
ral infection in patients with COVID-19 and to (2) identify pa-
tients with bacterial coinfection in a cohort of COVID-19
patients admitted to the emergency departments of 5 sites in
Europe and the US.

METHODS

Patient Enrollment

We enrolled 127 patients presenting to the following health-
care institutions after receiving a positive nucleic acid test
for SARS-CoV-2 between 20 March 2020 and 29 April 2021:
Emergency Department, Charité Universititsmedizin Berlin,
Germany (Campus Benjamin Franklin, n=19); Emergency
Department, Cleveland Clinic (Cleveland, Ohio, US, n=1);
Emergency Department and Department of Pulmonary
Medicine, St (Basel, n=45);
Departments of Internal Medicine and Cardiology, Vivantes
Humboldt-Klinikum and Vivantes
(Berlin, n=20);
Medicine, Gastroenterology and Pulmonology, Evangelische

Claraspital Switzerland,
Klinikum Spandau

Germany, Department for Internal
Elisabeth Klinik (Berlin, Germany, n=7); and Departments
of Internal Medicine-Pulmonology and Infectious Diseases,
Klinikum

Vivantes Klinikum Neukolln and Vivantes

Friedrichshain (both Berlin, Germany, n=19).

All sites enrolled patients under the same protocol,
Inflammatix (INF-10). Inclusion criteria were age >18 years,
presenting with COVID-19 (symptomatic with either nonse-
vere or severe symptoms of COVID-19) and testing positive
for SARS-CoV-2 prior to or at presentation, being able to pro-
vide informed consent or consent by a legally authorized repre-
sentative, and willing to participate in a 30-day follow-up
interview. Exclusion criteria were patient-reported treatment
with systemic antibiotics, systemic antiviral agents, or systemic
antifungal agents (use of topical antibiotics, topical antivirals,
topical antifungals, or use of perioperative [prophylactic] anti-
biotics did not result in exclusion) within the past 7 days prior
to enrollment; prisoners or mentally disabled persons were not
eligible. Patients were otherwise managed at the enrolling sites
as per standard of care. Inflammatory biomarker (procalcitonin
[PCT], C-reactive protein [CRP]) results were obtained from
the electronic health records using samples collected at the
time of patient enrollment. Sixteen patients were excluded
from the analysis due to incomplete data. The study design is
shown in Figure 1. A standardized case report form was used
to collect patient data including visit date, informed consent,
demographics, medical history, inclusion and exclusion crite-
ria, sample collection, discharge, and follow-up including sub-
ject disposition.

Ethical Approvals

The study protocol and informed consent forms were approved
by the relevant ethics committees (central US institutional re-
view board Pro00042993, EKNZ Basel 2020-0759, Vivantes/
Charité EA2/071/20, and Charité EA4/167/18). Patients’ writ-
ten informed consent was obtained; those unable to consent
due to altered mental state or the severity of their condition
were enrolled on an interim basis until they, or their legal
guardian, were able to retroactively consent.

Specimen Collection and Collection of Patient Data

Whole blood (2.5 mL) was collected in PAXgene Blood RNA
tubes (PreAnalytiX, Hombrechtikon, Switzerland) and frozen
locally following the instructions of the manufacturer.
Samples were shipped to Inflammatix for processing. RNA
was extracted and 29 host mRNAs were quantified using the
nCounter FLEX platform (NanoString, Seattle, Washington)
as described previously [12]. Following RNA amplification
and hybridization, results were processed blinded using the
previously locked IMX-BVN-3 classifier. The IMX-BVN-3
classifier determines both the likelihood of bacterial and viral
infection (each very unlikely, unlikely, possible, or very likely)
[8, 9]. Patient data including clinical evolution and outcome,
laboratory results (microbiology, virology, biomarkers), and
patient disposition data were obtained from the respective elec-
tronic health records and entered into a secure electronic
database.
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127 patients enrolled

16 patients excluded

(incomplete data)

111 patients eligible for analysis

¥

7 patients excluded
(lost to follow-up)
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(n=111)

IMX-BVN-3 classifier Clinical adjudication

(n=104)

Agreement [+

Figure 1.  Study design overview. Abbreviation: IBX-BVN-3, Inflammatix Bacterial Viral Noninfected version 3.

Polymerase Chain Reaction for Detection of SARS-CoV-2

Detection of SARS-CoV-2 was performed using polymerase
chain reaction (PCR) technologies following local procedures.
Tests used included the cobas SARS-CoV-2 Duo on the cobas
6800 system, SARS reverse-transcription PCR (TibMolBiol)
on the cobas LightCycler 480 system, Xpert Xpress
SARS-CoV-2 (Cepheid), and BD SARS-CoV-2 for BD MAX
system (Becton Dickinson); tests varied per site and changed
over the time of enrollment. All PCR technologies used were
commercially available solutions and had been cleared or au-
thorized by the respective regulatory agencies (CE mark, li-
cense from the Swiss Agency for Therapeutic Products, Swiss
Medic, or US Food and Drug Administration emergency use
authorization).

Clinical Adjudication of Infection Status

To define the infection status, clinical adjudication was per-
formed on all patients for whom access to electronic health re-
cords was available (n=104). Principal investigators at the
clinical sites chosen for clinical adjudication were board-
certified physicians trained in emergency medicine, infectious
diseases, and/or internal medicine. Adjudicators reviewed
available records of all patients to determine whether a bacterial
coinfection was present (guidance was provided to standardize
how microbiology and/or supporting information, including
clinical presentation, patient history, laboratory data including
biomarkers such as PCT, and imaging to distinguish infection

from colonization or contamination, should be used). Results
were used to determine the rate of bacterial coinfections over-
all, as well as to determine the rate of true-positive and true-
negative bacterial results for the IMX-BVN-3 classifier.

Statistical Analysis

Annotated data in a secure electronic database were compared
with results obtained in IMX-BVN-3. The continuous variables
were summarized by mean (standard deviation [SD]) or median
(interquartile range) depending on the normality of the data.
Categorical variables were summarized by number of patients
and the percentages. The y” test was used to test the differences
between bacterial and viral bands in patients with and without
clinical outcomes, and Wilcoxon rank-sum test was used to com-
pare laboratory values between patients with or without coinfec-
tions. Sensitivity, specificity, and likelihood ratio were used for
evaluating the diagnostic performance of IMX-BVN-3 for the
identification of viral infections and bacterial coinfections.
Logistic regression was used for evaluating the associations be-
tween coinfection and patients’ demographics and clinical
outcomes.

RESULTS

Patient Characteristics
The median age of the cohort of 111 patients enrolled with
PCR-confirmed SARS-CoV-2 infection was 61.8 years (SD, 17

Detection of Viral Infection and Coinfection in COVID-19 Patients Using a Host Response Classifier « OFID « 3



Table 1.
Coronavirus 2 Infection

Demographic and Other Characteristics in Patients Enrolled With Polymerase Chain Reaction-Confirmed Severe Acute Respiratory Syndrome

Clinically
Adjudicated® Bacterial Coinfection Bacterial Coinfection
Patient Characteristics Overall (N=111) (n=104) Absent (n=86) Present (n=18)
Age, y, mean (SD) 60.81 (16.99) 61.55 (16.82) 60.22 (17.55) 67.89 (11.01)
Male sex 54 (48.6) 49 (47.1) 41 (47.7) 8 (44.4)
Race/ethnicity
Asian 6 (5.4) 3(2.9) 3(3.5) 0(0.0)
Black or African American 2(1.8) 1(1.0) 1(1.2) 0(0.0)
White 102 (91.9) 99 (95.2) 81 (94.2) 18(100.0)
Latin American 1(0.9) 1(1.0) 1(1.2) 0(0.0)
Hospitalization 108 (97.3) 101 (97.1) 83 (96.5) 18 (100.0)
Length of hospital stay, d, mean (SD) 11.78 (10.65) 11.15 (9.10) 10.23 (8.81) 15.39 (9.44)
Patients receiving ICU-level care® 14 (12.6) 14 (13.5) 6(7.0) 8 (44.4)
Deaths 5 (4.5) 5(4.8) 2(2.3) 3(16.7)
ICU care and/or deaths 16 (14.4) 16 (15.4) 81(9.3) 8 (44.4)
ICU admission, ICU-level care, and/or deaths 21 (18.9) 20(19.2) 12 (14.0) 8 (44.4)
Underlying conditions
Diabetes 33 (29.7) 32 (30.8) 24 (27.9) 8 (44.4)
Cardiovascular conditions 55 (49.5) 54 (561.9) 43 (50.0) 1(61.1)
Pulmonary conditions 15 (13.5) 15 (14.4) 13 (15.1) 2(11.1)
Renal insufficiency 16 (14.5) 16 (15.5) 12 (14.1) 4(22.2)
Immunosuppression 19 (17.1) 18 (17.3) 16 (18.6) 2(11.1)
Cancer 10 (9.1) 10(9.7) 10 (10.6) 1(5.6)

Data are presented as No. (%) unless otherwise indicated.
Abbreviations: ICU, intensive care unit; SD, standard deviation.

2Clinical adjudication was performed in 104 patients (7 patients lost to follow-up).

°|CU-level care: receipt of vasopressors, mechanical ventilation, or renal replacement therapy.

years) and 54 (48.6%) were male; most patients were White
(91.9%) and enrolled at the European sites (99%). The most fre-
quent underlying conditions were cardiovascular disease
(49.5%) and diabetes (29.7%) (Table 1).

Laboratory Values at Enroliment

Laboratory values obtained at enrollment for the overall cohort
and separated by coinfection status are presented in Table 2.
Laboratory values were characteristic of a SARS-CoV-2-infected
cohort. Patients with coinfection had significantly higher PCT
and CRP compared to those patients without coinfections
(P<.05, Wilcoxon rank-sum test). Coinfected patients also
showed higher leukocyte and neutrophil counts associated with
lower lymphocyte counts compared to patients without bacterial
infections (P < .05, Wilcoxon rank-sum test).

Identification of Viral Infection in COVID-19 Patients Using IMX-BVN-3

One hundred two of 111 (91.9%) of patients with a positive
SARS-CoV-2 PCR result were classified as possible or very like-
ly viral in the IMX-BVN-3 classifier (“true positives”), whereas
9 were classified as unlikely or very unlikely (Table 3).
IMX-BVN-3 showed a positive agreement for ruling in viral in-
fections (patients in the very likely or possible viral interpreta-
tion bands) of 91.9%; for the 9 patients (8.1%) with unlikely or

very unlikely viral results (“false negatives”), we investigated
clinical and virological findings as potential causes for false-
negative results in the IMX-BVN-3 classifier (Supplementary
Table 1). We found that 3 patients had high cycle threshold val-
ues in SARS-CoV-2 PCR tests, potentially indicating low viral
load, and 3 had very likely or possible bacterial infections in
IMX-BVN-3; in 2 patients, the IMX-BVN-3 viral scores were
close to the cutoff value (0.2548) between the unlikely and pos-
sible viral interpretation bands. Median PCT and CRP concen-
trations were 0.07 ng/mL and 31 mg/L, respectively (Table 2).

Detection of Bacterial Coinfections Using IMX-BVN-3

Among 104 patients for whom clinical adjudication was
performed, IMX-BVN-3 classified 7 (6.7%) into the possible
(n=4) or very likely (n = 3) bacterial interpretation bands, sug-
gesting bacterial coinfections (Table 4). Clinical adjudication
confirmed coinfections in all 3 patients with very likely
IMX-BVN-3 results, and 3 of the 4 patients with possible
IMX-BVN-3 results were also confirmed to have coinfections.
One patient did not have clinical or microbiological evidence
of bacterial infection and was not treated with antibiotics
(Supplementary Table 2). Of interest, 1 of 7 patients had a
PCT concentration of 1.66 ng/mL, whereas the other 6 had
PCT concentrations of <0.25 ng/mL.
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Table 2. Laboratory Values in Patients Enrolled With Polymerase Chain Reaction-Confirmed Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2
Infections and Separated by Coinfection Status

Coinfection Status®

Overall
Laboratory Value (N=111) Absent (n=86) Present (n=18) P Value
Procalcitonin, ng/mL 0.07 (0.05-0.14) 0.06 (0.05-0.11) 0.23 (0.13-0.64) <.001
CRP, mg/L 31.0(12.6-80.5) 21.00 (11.00-62.38) 99.55 (41.20-151.27) <.001
D-dimer, mg/L 0.66 (0.40-1.14) 0.61 (0.40-1.10) 0.69 (0.30-1.67) 446
LDH, U/L 262.00 (204.75-342.00) 258.00 (186.00-339.00) 315.00 (238.00-369.00) 103
Leukocytes, cells/nL 5.33 (4.00-7.40) 5.11 (3.90-6.62) 7.65 (4.98-9.77) .024
Lymphocytes, % 18.85 (12.30-28.82) 21.60 (15.50-30.40) 12.10 (8.05-15.42) .001
Neutrophils, % 69.80 (60.38-77.82) 67.30 (569.90-74.20) 78.85 (73.88-82.82) .001
Thrombocytes, mg/dL 200.00 (149.50-266.00) 202.50 (151.560-262.25) 194.00 (147.00-302.50) 723
Ferritin, pg/L 264.00 (108.00-722.50) 282.50 (93.50-737.75) 248.50 (184.80-613.25) .837
Lactate, mmol/L 0.90 (0.70-1.20) 0.90 (0.70-1.17) 0.90 (0.66-1.21) 901

Data are presented as median (interquartile range) unless otherwise indicated.
Abbreviation: CRP, C-reactive protein; LDH, lactate dehydrogenase.

2Clinical adjudication was performed in 104 patients (7 patients lost to follow-up).

Ninety-seven of 104 patients (93.3%; 7 lost to follow-up)
were classified into the unlikely or very unlikely bacterial inter-
pretation bands. Clinical adjudication revealed an additional
12 (12.4%) bacterial infections that were not identified by
IMX-BVN-3 (Table 4); 6 of these had unlikely bacterial and 6
had very unlikely bacterial score (9 had very likely viral scores;
3 had likely viral scores).

Performance characteristics for PCT and CRP are shown in
Supplementary Table 3A and 3B. Of note, results for both PCT
and CRP were available to the clinical experts performing clin-
ical adjudication of bacterial infection.

DISCUSSION

In the present multicenter study, we investigated the perfor-
mance of the host response IMX-BVN-3 classifier for the iden-
tification of wviral infection (COVID-19) and bacterial
coinfection in patients with positive SARS-CoV-2 PCR tests
upon presentation. First, we observed high agreement for the
identification of viral infection (ie, COVID-19) using
IMX-BVN-3. One hundred two of 111 patients were correctly
identified as virally infected (“true positive”) with a very likely
or possible viral result in IMX-BVN-3, resulting in an

Table 3. Inflammatix Bacterial Viral Noninfected Version 3 Viral
Interpretation Bands in 111 Patients With Polymerase Chain Reaction—
Confirmed Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 Infection

IMX-BVN-3

Viral Band No. (%)
Very likely 91 (82)
Possible 11 (9.9
Unlikely 7 (6.3)
Very unlikely 2(1.8)

Abbreviation: IMX-BVN-3, Inflammatix Bacterial Viral Noninfected version 3.

agreement of 91.9%. Interestingly, among the 9 patients who
had unlikely or very unlikely results, we found several potential
causes for the “false-negative” IMX-BVN-3 result, including
high SARS-CoV-2 PCR cycle threshold values potentially indi-
cating low viral load, greater than a week’s delay between the
positive SARS-CoV-2 PCR test and the IMX-BVN-3 blood
draw, and viral scores close to the cutoff value for the possible
viral interpretation band (Supplementary Table 1).
Furthermore, some patients also had positive IMX-BVN-3 bac-
terial scores; as the IMX-BVN-3 classifier determines viral and
bacterial infections concomitantly, the viral and bacterial scores
are partly interdependent and a high bacterial score may lower
the viral score. This study is the second demonstration of the
performance of host response IMX-BVN-3 for the detection
of viral infections. Previously, the performance had only been
demonstrated in viral infections other than SARS-CoV-2 [9].
This is of importance, as the IMX-BVN-3 classifier was not
trained using COVID-19 patient data but was still able to iden-
tify the vast majority of these. In a separate study in the US, we
observed a similar agreement of 93.8% for the identification of
COVID-19 [11]. The potential causes for “false-negative”
IMX-BVN-3 viral results were similar in these independent
studies.

The host response classifier does not specify the exact virus
but provides the likelihood of any acute viral infection. Viral in-
fections therefore appear to show common pathophysiological
signals captured in the target gene set used by IMX-BVN-3.
Thus, IMX-BVN-3 may support rapid decision making, rang-
ing from initiation of antiviral therapy to contact precautions
and further diagnostic testing. IMX-BVN-3 may also be used
to identify novel viral infections early on in future epidemics,
when virus-specific tests are not yet available. Existing bio-
markers used for the identification of infections (eg, PCT and
CRP) fail to identify viral infections. The overall agreement
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Table 4.

Inflammatix Bacterial Viral Noninfected Version 3 Bacterial Interpretation Bands Compared to Clinically Adjudicated Bacterial Infection Status

Bacterial Infection Status by Clinical
Adjudication, No. (%)?

Infected
IMX-BVN-3 Bacterial Band Not Infected (n=86) (n=18) % in Band Sensitivity, % Specificity, % Likelihood Ratio
Very likely 0(0.0) 3(16.7) 2.9 NR 100 Infinite
Possible 1(1.2) 3(16.7) 3.8 NR 98.9 14.3
Unlikely 38 (44.2) 6 (33.3) 42.3 66.7 NR 0.75
Very unlikely 47 (564.7) 6 (33.3) 51 66.7 NR 0.61

Abbreviations: IMX-BVN-3, Inflammatix Bacterial Viral Noninfected version 3; NR, not reported.

2Clinical adjudication was performed in 104 of 111 patients (7 patients lost to follow-up).

of IMX-BVN-3 classifier results for the detection of
SARS-CoV-2 appears to be similar to the sensitivity of PCR
tests for the detection of SARS-CoV-2; a recent systematic
review and meta-analysis of 32 studies comprised of 18 000 pa-
tients revealed heterologous false-negative rates in quantitative
PCR ranging from 2% [13] to 58% [14] with an overall sum-
mary estimate of 12% [15-17]. In addition to the occurrence
of false-negative results, SARS-CoV-2 PCR tests can also gen-
erate “false-positive” results at repeat testing; persistently or in-
termittently PCR-positive results raise the question of the true
risk of disease transmission and the safe duration of self-
isolation [16-19].

The second important finding of our study is the fact that the
IMX-BVN-3 classifier identified bacterial coinfections, a criti-
cal need to allow clinicians to either initiate appropriate antimi-
crobial therapy or withhold such therapy in COVID-19
patients, thus acting as antimicrobial stewards. All of the 3 pa-
tients with a very likely bacterial IMX-BVN-3 score were con-
firmed by clinical adjudication to have a coinfection; similarly,
3 of 4 patients with likely bacterial IMX-BVN-3 score had a co-
infection. Among those patients with unlikely and very unlikely
bacterial infections, clinical adjudication revealed an additional
12 bacterial infections. Unfortunately, we were unable to deter-
mine in all cases whether bacterial infections were coinfections
or superinfections, that is, when exactly during the clinical
course these bacterial infections occurred. Furthermore, the
IMX-BVN algorithm distributes probability across noninfect-
ed, viral, and bacterial classes, so to some degree the presence
of a viral infection may lead to a lower bacterial score, and
vice versa (though both should drop the noninfected probabil-
ity to very low).

Clinical actions to limit harm during the current COVID-19
pandemic may have marked effects on antimicrobial resistance,
which is less acute but not less crucial [20]. Our finding is of in-
terest as PCT and CRP did not appear to be reliable biomarkers
of bacterial coinfection in COVID-19 patients and do not sup-
port clinicians in identifying or ruling out bacterial (co-)infec-
tions. In this regard, Relph et al [21] recently reported that
among 1040 hospitalized adults with COVID-19 in the

United Kingdom, admission PCT measurement was neither
clinically significant nor diagnostically useful, with an area un-
der the curve of 0.56. Importantly, ongoing and future studies
in larger cohorts will determine the performance of
IMX-BVN-3 and the prevalence of bacterial infections in
COVID-19 patients.

In this regard, it is of importance that the classifier version
IMX-BVN-3 investigated here will be revised to the classifier
IMX-BVN-4, incorporating additional patient cohorts. IMX-
BVN-4 will be integrated into a point-of-care test (in develop-
ment) that will generate results in approximately 30 minutes to
potentially become a valuable part of the clinical toolset in diag-
nosing and treating patients with suspected infections. Updating
classifier versions using real-world data is a key tool in increasing
overall performance and utility of tests; rather than updating tar-
get genes by changing the assay chemistry, such updates can be
performed more easily via software updates following regulatory
guidelines. However, further prospective validation of any classi-
fier will be needed prior to their application in clinical practice in-
cluding randomized interventional trials to assess the effect of the
host response diagnostic on patient outcomes.

Of interest, older patients tended to have a higher risk of de-
veloping coinfection; although age was not a significant factor
in our logistic model (point estimate >1), this trend is consis-
tent with results from a recent meta-analysis [4]. Also, mechan-
ical ventilation was positively associated with bacterial
coinfection, as previously reported [4].

This study has several limitations. First, we enrolled patients
at emergency departments and on wards if they had a positive
SARS-CoV-2 PCR test. While enrolling at multiple sites in the
US and Europe under the same protocol, our patient cohort re-
mains relatively small. Also, while we performed clinical adju-
dication to ensure the appropriate diagnosis of bacterial
coinfections (including microbiology, biomarkers, and clinical
information) at clinical sites, the exact time of bacterial infec-
tion could not be determined in all cases and infections may
have happened days after enrollment and blood collection for
the IMX-BVN-3 classifier. Last, retrospective records review
to allow clinical adjudication of infection status may have
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introduced bias. However, clinical adjudication to determine
infection status was performed by board-certified clinical ex-
perts adhering to study-specific guidance for use of clinical
data, biomarkers, and imaging.

In conclusion, the IMX-BVN-3 classifier holds promise as a
tool to concurrently identify viral infections and bacterial coinfec-
tions in patients with COVID-19. Future studies will need to dem-
onstrate whether the classifier can assist physicians in more
informed decision making on initiation or withholding of antimi-
crobial therapy, thereby allowing for antimicrobial stewardship.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at Open Forum Infectious Diseases
online. Consisting of data provided by the authors to benefit the reader, the
posted materials are not copyedited and are the sole responsibility of the
authors, so questions or comments should be addressed to the correspond-
ing author.
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3.3 Identifikation von septischen Patient:innen mittels Vitalparametern und
deren Beurteilung mittels klinischer Scores

Bauer, W., Galtung, N., von Wunsch, 1., Dickescheid, J., Reinhart, K. and Somasundaram, R.

Screening auf Sepsis in der Notfallmedizin — gSOFA ist uns nicht genug

Notfall & Rettungsmedizin, Jan 16/2023
https://doi.org/10.1007/s10049-022-01078-w

Der nachfolgende Text entspricht dem Abstract der Arbeit:

Hintergrund: Die Sepsis ist eine haufige und lebensbedrohliche Komplikation einer akuten Infektion.
In der Notfallmedizin hat sich zum Screening auf Sepsis der Quick Sequential-Organ-Failure-
Assessment(qSOFA)-Score etabliert. Bereits mit der Einflihrung des Scores wurde dessen schwache
Sensitivitat kritisiert. Nun fordern aktuelle Leitlinien, den gSOFA-Score nicht mehr zum Screening
auf Sepsis einzusetzen. Als eine Alternative wird der National Early Warning Score 2 (NEWS2)
vorgeschlagen.

Ziel der Arbeit: In einer Subanalyse einer Kohorte von notfallmedizinischen Patient:innen soll die
diagnostische Aussagekraft des qSOFA-Scores und des NEWS2 zur Erkennung einer Sepsis
verglichen werden. Zusétzlich soll gezeigt werden, inwieweit mithilfe von abweichenden
Vitalparametern bereits eine Risikoerhdhung fiir eine Sepsis ableitbar ist.

Methodik: Mittels AUROC (Area Under Receiver Operating Characteristics) und Odds Ratios
wurden die Scores bzw. die Vitalparameter auf ihre Fahigkeit untersucht, septische Patient*innen zu
erkennen.

Ergebnisse: Von 312 eingeschlossenen Patient:innen wurde bei 17,9% eine Sepsis diagnostiziert. Der
gSOFA-Score erkannte eine Sepsis mit einer AUROC von 0,77 (NEWS2 0,81). Fir gSOFA fand sich
eine Sensitivitadt von 57% (Spezifitdt 83%), fir NEWS2 96% (Spezifitat 45%). Die Analyse der
einzelnen Vitalparameter zeigte, dass unter Patient:innen mit einer akuten Infektion eine

Vigilanzminderung als deutliches Warnsignal flr eine Sepsis zu werten ist.

72


https://doi.org/10.1007/s10049-022-01078-w

Diskussion: In der Notfallmedizin sollte gSOFA nicht als alleiniges Tool fiir das Screening auf Sepsis
verwendet werden. Bei Verdacht auf eine akute Infektion sollten grundsétzlich samtliche
Vitalparameter erfasst werden, um das Vorliegen einer akuten Organschédigung und somit einen

septischen Krankheitsverlauf frihzeitig zu erkennen.
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eine Sepsis ableitbar ist.

septische Patient*innen zu erkennen.

Warnsignal fiir eine Sepsis zu werten ist.

erkennen.

Schliisselworter

Hintergrund: Die Sepsis ist eine hdufige und lebensbedrohliche Komplikation

einer akuten Infektion. In der Notfallmedizin hat sich zum Screening auf Sepsis der
Quick Sequential-Organ-Failure-Assessment(qSOFA)-Score etabliert. Bereits mit der
Einflihrung des Scores wurde dessen schwache Sensitivitat kritisiert. Nun fordern
aktuelle Leitlinien, den qSOFA-Score nicht mehr zum Screening auf Sepsis einzusetzen.
Als eine Alternative wird der National Early Warning Score 2 (NEWS2) vorgeschlagen.
Ziel der Arbeit: In einer Subanalyse einer Kohorte von notfallmedizinischen
Patient*innen soll die diagnostische Aussagekraft des gSOFA-Scores und des NEWS2
zur Erkennung einer Sepsis verglichen werden. Zusatzlich soll gezeigt werden,
inwieweit mithilfe von abweichenden Vitalparametern bereits eine Risikoerhéhung fiir

Methodik: Mittels AUROC (Area Under Receiver Operating Characteristics) und Odds
Ratios wurden die Scores bzw. die Vitalparameter auf ihre Fahigkeit untersucht,

Ergebnisse: Von 312 eingeschlossenen Patient*innen wurde bei 17,9 % eine Sepsis
diagnostiziert. Der qSOFA-Score erkannte eine Sepsis mit einer AUROC von 0,77
(NEWS2 0,81). Fiir qSOFA fand sich eine Sensitivitat von 57 % (Spezifitdt 83 %), fiir
NEWS2 96 % (Spezifitdt 45 %). Die Analyse der einzelnen Vitalparameter zeigte, dass
unter Patient*innen mit einer akuten Infektion eine Vigilanzminderung als deutliches

Diskussion: In der Notfallmedizin sollte gSOFA nicht als alleiniges Tool fiir das
Screening auf Sepsis verwendet werden. Bei Verdacht auf eine akute Infektion sollten
grundsétzlich samtliche Vitalparameter erfasst werden, um das Vorliegen einer
akuten Organschadigung und somit einen septischen Krankheitsverlauf friihzeitig zu

NEWS?2 - Infektion - Klinische Scores - Prognose - Notaufnahme

Hintergrund und Fragestellung

Akute Infektionen zéhlen zu den héufigs-
ten Krankheitsbildern in der Notfallmedi-
zin. Die Sepsis ist die schwerste und ei-
ne potenziell lebensbedrohliche Kompli-
kation einer akuten Infektion. In Deutsch-
land ist vermutlich jeder filinfte Todesfall
mit einer Sepsis assoziiert [8]. Sepsis ent-
steht als Folge einer Dysregulation des
Immunsystems des Wirtsorganismus, aus-

gelost durch Bakterien, Viren, Pilze und
auch Protozoen [16]. Klinisch manifestiert
sich diese liberschieBende Immunantwort
mit einer Schadigung der korpereigenen
Organe und Gewebe. Zu spdt behandelt,
geht die Sepsis rasch in ein Multiorganver-
sagen (MOV) und einen septischen Schock
mit hoher Letalitdt tiber. Um den potenziell
fulminanten Verlauf einer Sepsis aufzuhal-
ten, ist eine umgehende antiinfektive und
supportive Therapie notig [5]. Dies setzt
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Durch das alleinige Sepsis-Screening mittels
des qSOFA-Scores werden 43% aller
Patient*innen mit einer Sepsis in einer
Kohorte von Patient*innen mit Verdacht auf
eine Infektion nicht erkannt.

einer Sepsis.

Bauer W, Galtung N, von Wunsch-Rolshoven Teruel et al. (2022)

Screening auf Sepsis in der Notfallmedizin — gSOFA ist uns nicht genug.
Notfall+Rettungsmedizin, https://doi.org/10.1007/s10049-022-01078-w

voraus, dass unter Patient*innen mit dem
Verdacht auf eine Infektion jene mit einem
potenziell septischen Verlauf schnell und
sicher identifiziert werden.

Um die Diagnose einer Sepsis zu stel-
len und die damit einhergehende Organ-
schiadigung zu erfassen, wurde mit Ein-
fihrung der Sepsis-3-Definition die An-
wendung des Sequential Organ Failure
Assessment Score (SOFA-Score) empfoh-
len [16]. Hierzu erfasst der SOFA-Score
standardisiert, ob eine akute Dysfunktion
von sechs definierten Organsystemen vor-
liegt. Da der Score allerdings neben Labor-
parametern und einer arteriellen Blutgas-
analyse auch Vorbefunde voraussetzt, ist er
in der Notfallmedizin, gerade fiir die initia-
le Akutversorgung, nur bedingt geeignet.
Deshalb wurde im Rahmen der Sepsis-
3-Definition Quick-SOFA (qSOFA) als ei-
ne Mdglichkeit fiir das Screening von Pa-
tient*innen mit Verdacht auf Sepsis vor-
geschlagen. Der qSOFA-Score erfasst mit
der Bewusstseinslage, der Atemfrequenz
und dem systolischen Blutdruck schnell zu
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Blutdruck [mmHg]

Atemfrequenz

« Der qSOFA-Score ist als alleiniges Screening-Instrument fiir das
Erkennen einer Sepsis nicht geeignet.

« Besteht der Verdacht auf eine Infektion, sollten stets alle
Vitalparameter erfasst werden: Bereits die Abweichung eines
dieser Vitalparameter erh6ht die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens
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erhebende Vitalparameter zu drei Organ-
systemen (@ Tab. 1). Sind zwei oder mehr
dieser Vitalparameter abweichend von der
Norm, gilt der Score als positiv [16]. Ini-
tial nur auf Basis der Vorhersagekraft fiir
eine erhohte Sterblichkeit validiert, eta-
blierte sich qSOFA in der notfallmedizini-
schen Routine schnell als Screening-Tool
fir Sepsis [3]. Seit der Einflihrung von
qSOFA wurde dies jedoch wiederholt kri-
tisch hinterfragt [1, 6, 13]. Die im Herbst
2021 veroffentlichte Leitlinie der Surviving
Sepsis Campaign (SSC) empfiehlt nun ex-
plizit, qSOFA nicht mehr als Screening-
Tool zu nutzen [7]. Hintergrund ist die in
klinischen Validierungsstudien mehrfach
beschriebene schwache Sensitivitatim Be-
reich von 40 bis 60% - qSOFA verpasst
somit etwa die Halfte aller Patient*innen
mit einer Sepsis [1, 11, 18].

Als mogliche Alternative verweist die
SSC u.a. auf den National Early Warning
Score 2 (NEWS2; [14]). Der Score wur-
de entwickelt, um notfallmedizinische Pa-
tient¥innen zu triagieren und kritisch kran-

ke Patient*innen zu identifizieren. Es han-
delt sich um einen komplexeren Score, in
den mit unterschiedlicher Gewichtung die
Bewusstseinslage, die Atemfrequenz, der
systolische Blutdruck, die Sauerstoffstti-
gung, die Herzfrequenz sowie die Korper-
temperatur einflieen. Je ausgeprégter die
Abweichungen von der Norm sind, um-
so hohere Punktzahlen werden vergeben.
Zusatzlich werden Punkte bei der Not-
wendigkeit einer Sauerstofftherapie ver-
geben. Uber die Gesamtpunktzahl erfolgt
die Einteilung in drei Kategorien: leichtes
(<4 Punkte), moderates (5-6 Punkte) und
hohes Risiko (7 Punkte) fiir einen schweren
Krankheitsverlauf. Wird fiir einen Vitalpara-
meter der maximale Ausschlag (3 Punkte)
vergeben, besteht unabhangig von der Ge-
samtpunktzahl mindestens ein moderates
Risiko (@ Tab. 2). Bereits fiir eine friihere
Version von NEWS2 (NEWS) konnte gezeigt
werden, dass die Mortalitat sowohl fuir Pa-
tient*innen mit als auch ohne Verdacht
auf eine Infektion belastbar vorhergesagt
werden kann. Im Vergleich zu qSOFA zeig-
te sich NEWS fiir jede gewahlte Sensitivitat
effizienter [12].

Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Subanalyse war es,
an einer Kohorte von notfallmedizinischen
Patient*innen mit dem klinischen Verdacht
auf eine akute Infektion die Performance
von NEWS2 und des qSOFA-Scores bei
der Erkennung einer Sepsis zu verglei-
chen. Zudem sollten die Vitalparameter,
die Bestandteile beider Scores sind, isoliert
betrachtet werden. Dabei wurde unter-
sucht, ob bereits ein einzelner, abweichen-
der Vitalparameter in dem untersuchten
Kollektiv als Hinweis auf eine imminente
Organschadigung hatte interpretiert wer-
den kénnen und somit eine Risikoerho-
hung fiir das Vorliegen einer Sepsis ab-
leitbar gewesen wadre.

Studiendesign und Unter-
suchungsmethode

Von Februar bis Dezember 2019 wurden
in der zentralen Notaufnahme am Campus
Benjamin Franklin der Charité — Universi-
tatsmedizin Berlin 312 Patient*innen pros-
pektivin eine klinische Studie eingeschlos-
sen (Registrierung: DRKS-ID 00017395).



Tab.1 Quick Sequential Organ Failure Assessment (GSOFA; [ 1)

Parameter Score
Akute Bewusstseinsveranderung Ja 1
Atemfrequenz (/min) >22 1
systolischer Blutdruck (mm Hg) <100 1

Der Score gilt ab einer Punktzahl von > 2 als positiv

Einschlusskriterien waren ein Lebensalter
>18 Jahre und der klinische Verdacht
auf eine akute Infektion zum Zeitpunkt
der Vorstellung in der Notaufnahme. Die-
ser Verdacht konnte klinisch durch eine
Pflegekraft bereits in der Triage oder im
initialen Arztkontakt gestellt werden und
fiihrte dann zum Einschluss durch das Stu-
dienteam. Es erfolgte eine Aufkldrung und
schriftliche Einverstdndniserkldarung oder
im Falle einer nicht einwilligungsfahigen
Patient*in die Aufkldrung und Einver-
standniserklarung einer/eines gesetzlich
Betreuenden. Es wurden die Vitalparame-
ter zum Zeitpunkt der initialen Vorstellung
in der Notaufnahme sowie der gesamte
weitere klinische Verlauf erfasst. Die fiir
die Ermittlung von SIRS, gqSOFA-Score
und NEWS2 verwendeten Vitalparameter
und Laborparameter waren prinzipiell die
frihestmdoglich verfligbaren Parameter
nach Vorstellung in der Notaufnahme. Zu-
satzlich erfolgte ein telefonisches Follow-
up 30 Tage nach der Vorstellung in der
Notaufnahme. Nach Abschluss der Rekru-
tierung wurde liber ein Expertenpanel der
Infektionsstatus ermittelt. Hierzu erfolgte
durch zwei Facharzt*innen fiir innere Me-
dizin mit der Zusatzbezeichnung klinische
Notfall- und Akutmedizin die Bewertung
samtlicher laborchemischer, radiologi-
scher und mikrobiologischer Befunde
sowie des stationdren Krankheitsverlaufs
mittels der Krankenakte und des Entlas-
sungsbriefs. Das Expertenpanel bestimmte
fiir den Zeitpunkt der Vorstellung in der
Notaufnahme das Vorliegen einer bakte-
riellen und/oder einer viralen Infektion
als ,sehr wahrscheinlich oder gesichert”
vs. ,unwahrscheinlich oder ausgeschlos-
sen”. Jeder/m Patient*in konnte so ein
Infektionsstatus zugeordnet werden.
Gleichzeitig wurde der klinische Verlauf
beurteilt: Kam es bei Patient*innen mit
gesicherter Infektion im Zeitraum bis 72 h
nachinitialer Vorstellungin der Notaufnah-
me zu einem Multiorganversagen, wurde
der Verlauf als septisch gewertet und der

fiir die vorliegende Analyse definierte End-
punkt der Sepsis erreicht. Hierbei wurde
ein Multiorganversagen definiert als eine
Dysfunktion von 2 oder mehr Organsys-
temen des SOFA-Scores. Fiir eine genaue-
re Darstellung der strukturieren klinischen
Auswertung, Bestimmung des Infektions-
status und der Kohorte siehe auch Bauer
etal [2, 9].

Die statistische Auswertung der Da-
ten erfolgte mittels R (Version 3.6.1,
R Foundation for Statistical Computing,
Wien, Osterreich). Zum Vergleich der dia-
gnostischen Aussagekraft der verschiede-
nen Scores wurden Receiver-operating-
characteristics(ROC)-Kurven erstellt und
die jeweilige Flache unter der ROC-Kurve
ermittelt (AUROC). Zur Ermittlung der
Odds Ratio wurden die Vitalparameter
nach Kklinisch relevanten Grenzwerten
gestaffelt (Beispiel: Korpertemperatur
<36,0/36,1-38,0/38,1-39,0/> 39,1 °C). Die
p-Wert-Berechnungen der AUROC-Kurven
erfolgten mittels DeLongs Methode, der
nominalen Variablen mittels Fisher’s Exact
Tests und der kontinuierlichen Variablen
mittels Mann-Whitney-U-Test.

Ergebnisse

Insgesamt konnten 312 Patient*innen mit
dem klinischen Verdacht auf eine akute
Infektion eingeschlossen und ausgewertet
werden (B Abb. 1). Durch das Expertenpa-
nel konnte fiir 194 Patient*innen (62,2 %)
eine bakterielle und fir 41 (13,1%) ei-
ne virale Infektion diagnostiziert werden,
45 (14,4%) wurden als koinfiziert (bakte-
riell und viral) gewertet. Fiir 10,3% aller
Patient*innen konnte eine Infektion aus-
geschlossen werden. Unter allen als in-
fiziert gewerteten Patient*innen kam es
bei 20% innerhalb von 72h nach initia-
ler Vorstellung in der Notaufnahme zu ei-
nem Multiorganversagen — dies schlief3t
auch Patient*innen ein, welche zum Zeit-
punkt der Vorstellung bereits an einem
Multiorganversagen litten. In der gesam-

ten Kohorte von Patient*innen mit initial
bestehendem Verdacht auf eine Infektion
lag somit bei 17,9% eine Sepsis vor.

@ Tab. 3 zeigt die Charakteristika der Pa-
tient*innen bei Studieneinschluss und aus-
gewahlte Endpunkte des klinischen Ver-
laufs. Patient*innen mit einer Sepsis unter-
schieden sich nicht signifikant in Alter und
Geschlecht von Patient*innen ohne Sep-
sis. Fur die dargestellten Vitalparameter
zeigte sich fiir alle aufgefiihrten Parame-
ter ein signifikanter Unterschied zwischen
Patient*innen mit und ohne Sepsis. Das
Serumlaktat in der initialen Blutentnah-
me war in der Sepsisgruppe signifikant
erhoht. In der Gruppe der Patient*innen
mit einer Sepsis verstarben 30,4 % aller Pa-
tient*innen binnen 28 Tagen. In der Grup-
pe ohne Sepsis verstarben 2,0%. In der
Gruppe der Patient*innen, fiir die keine
Infektion nachgewiesen werden konnte,
gab es innerhalb von 28 Tagen keinen
Todesfall. Die Mortalitat in der gesamten
Kohorte lag bei 7,1 %.

Vergleich qSOFA und NEWS2

Zum direkten Vergleich des qSOFA-Scores
und von NEWS2 wurden Receiver-oper-
ating-characteristics(ROC)-Kurven erstellt
und die Flache unter der ROC-Kurve er-
mittelt (AUROC). NEWS2 zeigte mit einer
AUROC von 0,81 gegeniiber qSOFA (0,77)
eine bessere diagnostische Leistung, war
jedoch nichtsignifikant tiberlegen. Die ein-
malige Serumlaktatmessung ergab mit ei-
ner AUROC von 0,73 eine schwachere dia-
gnostische Glite. Die Performance der &l-
teren SIRS-Kriterien (systemisches inflam-
matorisches Response-Syndrom) zeigt sich
mit einer AUROC von 0,67 deutlich unter-
legen (B Tab. 4).

Fiir den klinischen Einsatz der Scores
ist fiir den qSOFA-Score ein Grenzwert von
> 2 etabliert, NEWS2 unterscheidet zusdtz-
lichzwischen einem niedrigen, moderaten
und hohen Risiko (Cut-off jeweils: < 4, 5-6,
> 7 Punkte). Ein positiver gSOFA-Score (> 2)
erkennt in unserer Kohorte eine Sepsis mit
einer Sensitivitdt von 57 % bei einer Spe-
zifitdt von 83 %. Wahlt man in der vorge-
stellten Kohorte den moderaten NEWS2-
Grenzwert (=5) fur das Erkennen einer
Sepsis, ergibt sich eine deutlich bessere
Sensitivitdt von 96% mit einer Spezifitdt
von 45 %. Der NEWS2-Grenzwert >7 (ho-

Notfall + Rettungsmedizin 3



Originalien

Tab.2 National Early Warning Score 2 (NEWS2;[ 1)

Score

Parameter 3 2 1 0 1 2 3
Akute Bewusstseinsveranderung - - Nein - - Ja
Atemfrequenz (/min) <8 - 9-11 12-20 - 21-24 >25
systolischer Blutdruck (mmHg) <90 91-100 101-110 111-219 - - >220
Sp02 (%) <91 92-93 94-95 >96 - - -
Raumluft oder O,-Gabe - 0,-Gabe - Raumluft - - -
Herzfrequenz (/min) <40 - 41-50 51-90 91-110 111-130 >131
Korpertemperatur (°C) <35 - 35,1-36 36,1-38 38,1-39 >39,1 -

Sp02 Sauerstoffsattigung

Uber die Gesamtpunktzahl erfolgt die Einteilung in drei Kategorien: leichtes (< 4 Punkte), moderates (5-6 Punkte) und hohes Risiko (7 Punkte) fiir einen
schweren Krankheitsverlauf. Wird in einer Kategorie der maximale Ausschlag (3 Punkte) vergeben, besteht unabhangig von der Gesamtpunktzahl mindestens
ein moderates Risiko. Die in der Originalversion zusatzlich aufgefiihrte ,5,0; scale 2" kam in der vorliegenden Arbeit nicht zur Anwendung, da keine Daten
bezliglich Hyperkapnie erfasst wurden

Tab.3 Basischarakteristika

Charakteristika Alle Keine Sepsis Sepsis p-Werte
n=312 n=256(82,1%) n=>56 (17,9 %)

Alter (Jahre) 72,5(57,0-80,0) 72,0 (56,0-80,0) 75,0 (65,5-79,2) 0,20

Geschlecht (weiblich) 132 (42,3 %) 109 (42,6 %) 23 (41,1 %) 0,88

Vitalparameter

Atemfrequenz (/min) 21(18-26) (n=303) 20 (18-25) (n=1247) 25(21-32) (n=56) <0,01

Sp02 (%) 96 (93-98) (n=311) 97 (94-99) (n = 255) 94 (90-96) (n=156) <0,01

systolischer Blutdruck (mmHg) 123 (104-138) (n=311) 124 (108-140) (n = 255) 108 (92-132) (n=56) <0,01

Bewusstseinsveranderung 59(18,9%) 31(12,1%) 28(50,0%) <0,01

Scores

qSOFA =2 76 (24,4%) 44(17,2%) 32(57,1%) <0,01

NEWS2 5(3-8) 5(2-7) 9(7-11) <0,01

Laborparameter

Leukozyten (Zellen/nl) 11,1(8,0-15,3) 10,9 (7,9-14,6) 13,8 (8,8-20,8) <0,01

Laktat (mmol/1) 1,9 (1,4-2,5) (n=301) 1,8 (1,3-2,2) (n=246) 2,6 (2,1-3,7) (n=55) <0,01

Verlauf

ITS-Behandlung 71(22,8%) 29 (11,3 %) 42 (75,0 %) <0,01

Krankenhausmortalitat 22 (7,1%) 5(2,0%) 17 (30,4 %) <0,01

gezeigt

Kontinuierliche Variablen werden als Median und Interquartilsabstand dargestellt und mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Nominale Variablen werden
als Frequenz und Prozent dargestellt und mittels Fisher's Exact Test verglichen. Die Anzahl der Félle mit validen Daten wird fiir Variablen mit fehlenden Daten

GSOFA Quick Sequential Organ Failure Assessment, NEWS2 National Early Waming Score, Sp02 Sauerstoffséttigung, ITS Intensivstation

hes Risiko) ergibt weiterhin eine besse-
re Sensitivitdt im Vergleich zu qSOFA von
75% bei einer Spezifitdt von 70%. Wird
zum Vergleich in der gleichen Kohorte ein
Serumlaktat >2,0 mmol/l als positiver Test
auf das Vorliegen einer Sepsis gewertet, ist
auch die Sensitivitdt des erhohten Serum-
laktats mit 75% (Spezifitdt 61%) besser
als die des positiven qSOFA-Scores (57 %).
Weitere Werte siehe @ Tab. 5.

In der gesamten Kohorte konnte, un-
abhédngig vom Vorliegen einer Infektion
oder einer Sepsis, der qSOFA-Score die
Mortalitat innerhalb von 28 Tagen mit ei-
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ner Sensitivitdt von 50 % (Spezifitat 78 %)
voraussagen. Der moderate NEWS2 zeigte
sich auch hier mit einer Sensitivitdt von
91% (Spezifitdt 40 %) lberlegen.

Analyse einzelner Vitalparameter

Die Vitalparameter, welche Bestandteile
des qSOFA-Scores und von NEWS?2 sind,
wurden nach klinisch relevanten Grenz-
werten gestaffelt und die beobachteten
Odds Ratios (OR, im Folgenden auch als
JRisiko” Ubersetzt) fiir das Vorliegen ei-
ner Sepsis berechnet (8 Abb. 2). Fiir Pa-

tient*innen mit Verdacht auf eine Infektion
lasst sich somit theoretisch zeigen, ob und
wie durch die Abweichung einzelner Vi-
talparameter eine Risikoerhdhung fiir das
Vorliegen einer Sepsis besteht. Eine Atem-
frequenzbeiVorstellung in der Notaufnah-
me von >25/min erhohte das Risiko auf
das Vorliegen einer Sepsis um den Faktor
3,1, eine Sauerstoffsdttigung von <90%
um den Faktor 2,7, eine Sauerstoffsatti-
gung <86% um 4,4. Erhielt der Patient
zum Zeitpunkt der Vorstellung in der Not-
aufnahme Sauerstoff, entstand hierdurch
statistisch ebenfalls eine Risikoerhéhung



Tab.4 AUROCfiir Vorliegen einer Sepsis

Marker AUROC p-Werte vs. gSOFA
qSOFA 0,77 (0,71-0,83) -

NEWS2 0,81(0,75-0,87) 0,18

SIRS 0,67 (0,60-0,75) 0,03

Laktat 0,73 (0,65-0,81) 0,38

Score 2

p-Wert-Berechnungen der AUROC-Kurven mittels DeLongs Methode
AUROC Area Under the Receiver Operating Characteristic, gSOFA Quick Sequential Organ Failure As-
sessment, SIRS systemisches inflammatorisches Response-Syndrom, NEWS2 National Early Warning

Tab.5 Genauigkeit nach Grenzwert

Score/Laborparameter | Sensitivitat (%) Spezifitat (%) PPW (%) NPW (%)
qSOFA =1 91,1 50,0 28,5 96,2
qSOFA =2 57,1 82,8 42,1 89,8
gSOFA >3 71 97,3 36,4 82,7
SIRS>2 78,6 41,0 22,6 89,7
NEWS2 (moderat)? 96,4 449 27,7 98,3
NEWS2 (hoch)® 75,0 69,5 35,0 92,7
Laktat =2 mmol/| 75,0 60,9 31,8 923

pradiktiver Wert

PNEWS2 ,hoch”: Summe > 7 Punkte

NPW, PPW sind abhdngig von der Pravalenz und sind nur fiir die vorliegende Kohorte zu bewerten
gSOFA Quick Sequential Organ Failure Assessment, SIRS systemisches inflammatorisches Response-
Syndrom, NEWS2 National Early Warning Score 2, PPW positiver pradiktiver Wert, NPW negativer

*NEWS2 ,moderat”: Summe von =5 Punkten und/oder 3 Punkten in mindestens einer Kategorie

um den Faktor 4,4. Von einer erhéhten Kor-
pertemperatur bis hin zu Fieber >39,0°C
konnte in unserer Kohorte keine Erh6hung
desRisikos abgeleitet werden, jedoch zeigt
eine Untertemperatur von <36,0°C eine
2,4-fache Risikoerh6hung. Ein systolischer
Blutdruck <90 mm Hgfiihrt zu einer 3,9-fa-
chen Risikoerhdhung, ebenfalls steigerten
eine Bradykardie (<60/min) und eine Ta-
chykardie (>110/min) das Risiko. Fiir eine
Vigilanzminderung bzw. fiir ein Defizit auf
der Glasgow Coma Scale (GCS) fand sich in
unserer Kohorte die stérkste Risikosteige-
rung. Bereits eine leichte Vigilanzminde-
rung mit einem GCS-Wert von 14 steigerte
das Risiko um den Faktor 4,6. Ab einem
GCS-Wert von 13 und weniger war das
Risiko um den Faktor 5,8 erhoht.

Diskussion

Durch die liberalen Einschlusskriterien (kli-
nischer Verdacht auf eine akute Infekti-
on) und die niedrigschwellige Md&glich-
keit, bereits durch die triagierende Pfle-
gekraft einen Studieneinschluss zu initi-
ieren, wurde versucht, eine maximal rea-
litdtsnahe notfallmedizinische Kohorte zu

genieren. Der hier gewdhlte Endpunkt ei-
ner Sepsis beruht auf einer moglichst ex-
akten Diagnose des Infektionsstatus und
einem engmaschigen Follow-up. So konn-
te in der untersuchten Kohorte fiir 56 von
312 Patient*innen (17,9 %) eine Sepsis dia-
gnostiziertwerden.Einisoliertes Screening
auf Sepsis mittels qSOFA-Score, basierend
auf der initialen Vitalparametermessung,
verfehlte bei 43 % aller Patient*innen mit
einer Sepsis die entsprechende Diagnose-
stellung. Wie in @ Tab. 5 gezeigt, kommt es
zu einem sprunghaften Anstieg der Sen-
sitivitdt des qSOFA-Scores auf mehr als
90 %, wenn der Grenzwert von =2 auf > 1
gesenkt wird. Dies geschieht auf Kosten
der Spezifitat, zeigt aber die offensichtliche
Schwachstelle des Scores: Bevor gSOFA po-
sitiv wird, missen bereits zwei Organsys-
teme kompromittiert sein. Bei den unter-
suchten Patient*innen mussten also min-
destens zwei potenzielle Organdysfunktio-
nen aufgetreten sein, bevor der Verdacht
auf eine Sepsis lberhaupt gestellt wer-
den konnte. Vor dem Hintergrund der Not-
wendigkeit einer moglichst raschen Dia-
gnosestellung und Therapieeinleitung un-
terstreicht dies die Schwéche des qSOFA-

Scores. Dariiber hinaus entspricht das Vor-
liegen von zwei Organdysfunktionen als
Voraussetzung fiir das Vorliegen einer Sep-
sis nicht der aktuellen Sepsisdefinition, die
bereits beim akuten Auftreten einer Or-
gandysfunktion auf Basis des Vorliegens
von zwei Punkten nach dem SOFA-Score
vom Vorliegen einer Sepsis ausgeht. Jede
einzelne der drei den qSOFA-Score bestim-
menden Organdysfunktionen ist deshalb
fiir sich genommen ein klinisch sehr wert-
voller und einfach zu nutzender Hinweis
fiir die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens
einer Sepsis. Eine einfache Reduktion des
qSOFA-Grenzwerts auf > 1 erhdht zwar die
Sensitivitdt, der Score bleibt jedoch wei-
terhin auf drei Organsysteme beschrankt:
Die wertvollen Informationen aus den {ib-
rigen Vitalparametern gehen verloren. Ins-
gesamt sollte der qgSOFA-Score in der ur-
spriinglich vorgeschlagenen Weise nicht
mehr als Screeninginstrument und vor al-
lem nicht als Ausschlusskriterium fiir ei-
ne Sepsis genutzt werden. Gerade Letz-
teres kann zu einer verzdgerten Diagno-
sestellung und Therapieeinleitung fiihren.
Gleichwohl sind die einzelnen, den gSOFA
definierenden Parameter Blutdruck, Atem-
frequenz und Vigilanz bereits bei der Erst-
einschatzung in der Notaufnahme relativ
schnell zu bestimmen und Veranderungen
alleine eines Parameters sollten — wie aus-
gefiihrt — im Zweifel differenzialdiagnos-
tisch auch an eine Sepsis denken lassen.

Der als Alternative zu qSOFA hier eben-
falls evaluierte NEWS2 bietet deutlich bes-
sere Werte fiir die Erkennung einer Sepsis.
Mit 96 % Sensitivitat (Spezifitat 45 %) inun-
serer Kohorte zeigt der ,moderate” Cut-
off von NEWS2 eine belastbarere Perfor-
mance als Screening-Tool. Auch mit dem
hohen Cut-off von > 7 bleibt die Sensitivi-
tdt mit dann 75 % qSOFA (iberlegen, bie-
tet aber gleichzeitig eine hohere Spezifitat
(70%). Im Vergleich zu qSOFA ist NEWS2
in der Handhabung diffiziler. So missen
nicht nur mehr Vitalparameter erhoben
werden, sondern auch deren Verrechnung
ist komplexer. In der klinischen Routine
wird NEWS2 nur mit digitaler Unterstiit-
zung zuverldssig einsetzbar sein. Die Resul-
tate stehen in Einklang mit vergleichbaren
Studien: Die quantitative Wichtung der Ab-
weichung einzelner Vitalparameter, wie in
der Berechnung von NEWS2, scheint der
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Studieneinschluss: Notfallmedizinische Vorstellung, = 18 Jahre,
Verdacht auf akute Infektion,
Positive Einverstandniserklarung

n=2312

Expertenpanel

Determination des Infektionsstatus

Bakterielle Infektion
n=194/312
(62,2 %)

Virale Infektion
n=41/312
(13,1 %)

Ko-Infektion
n =45/312
(14,4 %)

Patient*innen mit bakterieller, viraler oder Ko-Infektion
n =280

Infektion +
Multiorganversagen (0-72 h)
n = 56/280
(20 %)

Sepsis
n = 56/312
(17,9 %)

bindren Beurteilung (Erhhung der Atem-
frequenz: ja/nein) iiberlegen [12].

Beide Scores und deren Vielzahl an em-
pirisch generierten Modifikationen [4, 10,
17] erreichen jedoch keine liberzeugende
Performance, um die kritische Herausfor-
derung eines Sepsisscreenings in der Not-
fallmedizin voll zu erfillen. Auch NEWS2
erreicht nur eine AUROC von 0,81 fiir den
Endpunkt Sepsis. In der klinischen Routine
wird man daher weiterhin nicht auf die
subjektive Evaluation der Patient*innen
- den ,klinischen Blick” — verzichten kon-
nen. Das setzt voraus, dass das behan-
delnde Team die Sepsis grundsatzlich als
Differenzialdiagnose oder mégliche Kom-
plikationin Betracht zieht. Hier sollen diein
B Abb. 2 gezeigten Odds Ratios einen Bei-
trag zur Objektivierung dieses Eindrucks
leisten. Veranderte Vitalparameter konnen
eine imminente Organschadigung anzei-
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Kein
Multiorganversagen (0-72 h)
n = 224/280
(80 %)

Keine Sepsis
n = 256/312
(82,1 %)

gen. Besteht bereits der Verdacht auf ei-
ne Infektion, kann aus den abweichenden
Vitalparametern eine Risikoerhéhung fiir
das Vorliegen einer Sepsis abgeleitet wer-
den. Zeigten sich Patient*innen im hier
untersuchten Kollektiv beispielsweise ta-
chypnoeisch, war das Risiko fiir eine Sepsis
3-fach erhdht. Ahnliche Faktoren zeigten
sich flir Abweichungen der Sauerstoffsat-
tigung, des systolischen Blutdrucks und
der Herzfrequenz. Hier zeigte sich fiir eine
Bradykardie statistisch eine starkere Stei-
gerung des Sepsisrisikos als fiir eine Ta-
chykardie. Fieber zeigt eher eine protek-
tive Wirkung: Mit einer Korpertemperatur
>39,0°C verringert sich das Sepsisrisiko
um den Faktor 0,8. Dieser bereits vorbe-
schriebene Effekt konnte auch ein weiteres
Argument gegen eine generelle und rou-
tinemaBige antipyretische Therapie sein
[15]. Die fiir die klinischen Routine wohl

Keine Infektion
n =32/312
(10,3 %)

Abb. 1 « Flussdiagramm
der Studie. Einschluss von
312 Patient*innen mitklini-
schem Verdacht einer aku-
ten Infektion. Auswertung
des Infektionsstatus durch
Expertenpanel aus der Ex-
post-Sicht: bakterielle und/
oder virale Infektion. Infek-
tion und Diagnose eines
Multiorganversagens bis
72 h nach notfallmedizi-
nischer Vorstellung wird
als Sepsis gewertet. Mul-
tiorganversagen definiert
als Dysfunktion von 2 oder
mehr Organsystemen des
SOFA-Scores [16]

relevanteste Ableitung sollte die Risikostei-
gerung im Falle einer Vigilanzminderung
sein. Kommt es bei Verdacht auf eine Infek-
tion auch nur zu einer leichten Verschlech-
terung der Vigilanz, muss dies immer als
ein deutliches Warnsignal auf eine Sepsis
interpretiert werden.

Zusammenfassend ldsst sich an den
vorgestellten Daten dieser Subanalyse
nachvollziehen, warum die Surviving Sep-
sis Campaign von einer Verwendung des
qSOFA-Scores zum Screening auf Sepsis
abrdt [7]: In der vorgestellten Kohorte
hatte qSOFA knapp die Halfte aller Pa-
tient*innen mit einem septischen Krank-
heitsverlauf nicht identifiziert. NEWS2
zeigt eine deutlich bessere Sensitivitat im
Screening, wird aber in der Klinik nur mit
digitaler Unterstiitzung zu implementie-
ren sein. Zur ldentifikation einer Sepsis
muss dieses Krankheitsbild in erster Linie



Vitalparameter Keine Sepsis  Sepsis OR (95-% KI) Odds Ratio fir Sepsis
M Atemfrequenz [/Min]
<11 1 1 4,47 (0,28-72,6) ; -
12-20 128 12 0,25 (0,13-0,50) @— t
21-24 54 14 1,19 (0,61-2,34) ——
>25 64 29 3,07 (1,69-5,58) : &
I8 5p02 [%] :
<85 8 7 4,41(1,53-12,7) : @
86-90 17 9 2,68 (1,13-6,38) ; O
91-95 69 21 1,62 (0,88-2,97) : >
296 161 19 0,30 (0,16-0,55) -o—
M Sauerstofftherapie [Nein/Ja] :
Nein 238 42 0,23 (0,10-0,49) O ;
Ja 18 14 4,41 (2,04-9,53) : @
I Temperatur [°C] |
<36,0 10 5 2,40 (0,79-7,33) : .
36,1-38,0 93 24 1,31 (0,73-2,35) _
38,1-39,0 89 15 0,68 (0,36-1,30) ——
>39,1 63 12 0,83 (0,41-1,67) —@—
M Systolischer Blutdruck [mmHg] )
<90 20 14 3,92 (1,84-8,36) - @
91-100 22 8 1,77 (0,74-4,20) : .
101-110 2 7 1,21 (0,50-2,93) —@
111-120 31 4 0,56 (0,19-1,64) ———
>121 155 23 0,45 (0,25-0,81) -—
M Herzfrequenz [/Min] :
<60 7 4 2,73 (0,77-9,65) : @
61-90 87 13 0,58 (0,30-1,14) ——
91-110 83 14 0,69 (0,36-1,34) ———
>111 78 25 1,83 (1,01-3,30) b @
I8 Glasgow Coma Scale :
<13 18 17 5,76 (2,74-12,1) : @
14 13 11 4,57 (1,93-10,8) : @
15 224 28 0,14 (0,08-0,27) L :
0 2 4 B

Abb. 2 A Einfluss verdanderter Vitalparameter auf das Risiko einer Sepsis. Odds Ratio fiir das Vorliegen einer Sepsis in Abhan-
gigkeit von veranderten Vitalparametern. Odds Ratio (OR; 95 %-Konfidenzintervall [K]) gestaffelt nach Auslenkung der ent-
sprechenden Vitalparameter. Keine Sepsis/Sepsis zeigt die Anzahl der Patient*innen, welche den entsprechenden Endpunkt

erfiillen

der Notfallmediziner*in als haufige und
geféhrliche Komplikation bewusst sein.
Besteht klinisch der Verdacht auf eine
Infektion, erscheint es unerldsslich, dass

die gangigen Vitalparameter vollstandig -
erhoben werden. Weichen diese von den
altersentsprechenden Normwerten ab, ist

das Risiko fiir einen septischen Verlauf
erhdht. Insbesondere eine Verdnderung

der Vigilanz sollte als Warnsymptom auf- -
gefasst werden.

Fazit fiir die Praxis

Routine einer Notaufnahme mit hohen
Patientenzahlen wird hier jedoch eine di-
gitale Unterstiitzung zur Erfassung notig
sein, um den Score flachendeckend zu
etablieren.

Grundsatzlich sollten bei klinischem Ver-
dacht auf eine Infektion samtliche Vital-
parameter (Blutdruck, Herzfrequenz, Sau-
erstoffsattigung, Atemfrequenz, Korper-
temperatur und Vigilanz/GCS) vollstandig
erhoben werden.

Insbesondere eine akut aufgetretene Vigi-
lanzminderung oder Verwirrtheit im Rah-
men einer akuten Infektion ist ein haufi-
ges und ernst zu nehmendes Warnsignal
fiir eine Sepsis.

-~ Der qSOFA-Score ist als alleiniges Scree-
ninginstrument fiir das Erkennen einer
Sepsis nicht geeignet.

— Ist der qSOFA-Score positiv (>2), ist ei-
ne Sepsis wahrscheinlich - ein negativer
gqSOFA-Score schlie3t eine Sepsis jedoch
nicht aus. Ist bereits einer von drei Pa-
rametern des qSOFA-Scores positiv, ist
differenzialdiagnostisch eine Sepsis aus-
zuschlieBBen.

= NEWS2 zeigt eine deutlich bessere Sensi-
tivitdt beim Screening auf Sepsis. In der
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signs reflect an increased risk of sepsis.
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Screening for sepsis in emergency medicine—qSOFA is just not enough

Background: Sepsis is a common and life-threatening complication of acute infections.
In emergency medicine, the Quick Sequential Organ Failure Assessment (qSOFA)-
Score has become an established method of screening for sepsis. However, the low
sensitivity of the score has remained under criticism since its introduction. As such,
current guidelines now recommend against the use of qSOFA as a sepsis screening
tool, suggesting the National Early Warning Score 2 (NEWS2) instead.

Objectives: To compare the diagnostic accuracy of gSOFA and NEWS2 for identifying
sepsis in a secondary analysis of an emergency department cohort of patients with
suspected infections. Furthermore, to show to what extent changes in different vital

Materials and methods: Patients in a prospective cohort were assessed to identify
cases of sepsis. The scores and vital signs were assessed using the area under receiver
operating characteristics (AUROCs) and odds ratios.

Results: Of the 312 enrolled patients, 17.9% were assessed as having sepsis. qSOFA
identified sepsis with an AUROC of 0.77 (NEWS2 0.81). Using established thresholds,
qSOFA had a sensitivity of 57% and specificity of 83%, compared to 96% and 45%,
respectively, for NEWS2. The vital sign analysis showed that among patients with acute
infections, altered mental status should be treated as a key warning sign of sepsis.
Conclusion: In emergency medicine, gSOFA should not be used as a single tool

for sepsis screening. In cases of suspected acute infections, all vital signs should be
assessed to identify acute organ dysfunction and, thereby, sepsis as early as possible.
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4 Diskussion

Die Sepsis ist eine lebensbedrohliche Erkrankung mit hoher Inzidenz!®®’. Ihre Pathophysiologie ist
bisher nicht vollstandig verstanden und die klinische Manifestation ist in der initialen Phase
uneinheitlich und haufig unspezifisch. Fir die Prognose von Patient:innen mit einer Sepsis ist jedoch
gerade die friihzeitige Identifikation und rasche Therapieeinleitung entscheidend, da eine
Verzdgerung der adaquaten Therapie in nahezu linearem Zusammenhang zum Anstieg der Letalitat
steht**. Im Vergleich zu anderen lebensbedrohlichen Erkrankungen, wie beispielsweise dem
Myokardinfarkt, fir den eine prézise und multimodale Diagnostik (Biomarker, EKG, Bildgebung)
zur Verflgung steht, gibt es derzeit keinen diagnostischen Test, mit dem Patient:innen mit Sepsis

oder potentiell septischem Krankheitsverlauf zuverléassig identifiziert werden kénnen.

Mehr als 80% aller Sepsis-Falle beginnen auRerhalb des Krankenhauses!®42, Die initiale Versorgung
und somit die Evaluation auf das Vorliegen einer Sepsis erfolgt daher in den meisten Féllen durch
Notfallmediziner:innen in Notaufnahmen. In der vorgelegten kumulativen Habilitationsschrift
werden anhand von funf ausgewahlten Publikationen klinische Studien zusammengefasst, welche
innovative Ansétze und Methoden vorstellen, die die Diagnose und Prognose der Sepsis verbessern

kénnen. Alle klinischen Studien wurden prospektiv in der Notaufnahme durchgefiihrt.

4.1 Screening auf Sepsis mittels klinischer Scores

In der klinischen Routine muss bereits der Verdacht auf eine akute Infektion eine weitere Abklarung
auf einen potentiell septischen Verlauf der Infektion auslésen. GemaR der aktuellen Sepsis-Definition
muss hierzu geprift werden, ob es im Rahmen der Infektion zu einer Organdysfunktion gekommen
ist. Dies erfolgt mittels Berechnung des SOFA-Scores (vgl. Tabelle 2, Seite 5)’. Da der Score
allerdings neben Laborparametern und einer arteriellen Blutgasanalyse auch Vorbefunde der letzten
24 Stunden voraussetzt, ist er in der notfallmedizinischen Versorgung, gerade fur die
Ersteinschatzung, nicht praktikabel. Die aktuelle deutsche Sepsis-Leitlinie empfiehlt hier den

gSOFA-Score der Sepsis-3-Leitlinie (vgl. Tabelle 4, Seite 16) als klinischen Test zum Screening auf
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Sepsis®. Initial wurde der gSOFA-Score entwickelt, um einen schweren Verlauf der Infektion
vorherzusagen’. Die Leitlinien der Surviving Sepsis Campaign (SSC), in der Version von 2021,
empfahlen erstmalig explizit, den gSOFA-Score aufgrund seiner geringen Sensitivitat nicht mehr als
alleiniges Screening-Instrument fir die Sepsis einzusetzen®’. Diese Beobachtung konnte in
Originalarbeit 5 (Kapitel 3.3) bestétigt werden. In der untersuchten Kohorte fand sich fir den gSOFA-
Score nur eine Sensitivitdt von 57%, die fur ein routinemafiiges Screening nicht ausreichend ist . In
der gleichen Kohorte zeigte sich der NEWS2% mit einer Sensitivitdt von 96% deutlich tberlegen,
jedoch auf Kosten einer schwécheren Spezifitat (QSOFA 82% vs. NEWS2 45%). Der NEWS?2 erfasst,
anders als der qSOFA Score, die abgefragten Organsysteme nicht nur binar (normal vs. verandert),
sondern ermittelt das Mal? der Abweichung Uber ein Punktesystem. Problematisch ist hier, dass der
gSOFA-Score mit seinem Grenzwert von mindestens 2 Punkten voraussetzt, dass auch mindestens
zwei Organdysfunktionen vorliegen. Praktisch bedeutet dies, dass Patient:innen mit einer singuléren
Organdysfunktion nicht als septisch erkannt werden. Der NEWS?2 ist in seiner Durchftihrung deutlich
komplexer und wird in der Routine eine digitale Erfassung und Berechnung nétig machen. Bei
zunehmender Digitalisierung der Medizin, insbesondere der elektronischen Erfassung und
Verarbeitung von Patient:innen-Daten (Labor- und Vitalparametern) sollte dies kurz- bis mittelfristig

jedoch kein Hindernis mehr darstellen.

Insgesamt stiitzen die Ergebnisse der Originalarbeit 5 die Empfehlungen der SSC, den inzwischen
breit etablierten gSOFA nicht mehr als alleiniges Screening-Tool zu nutzen. Gleichzeitig
unterstreichen die Resultate, dass eine vollstdndige Erhebung von Vitalparametern (vgl. Kapitel 1.5)
fur alle Patient:innen mit Verdacht auf eine akute Infektion indiziert ist. Der Hinweis auf eine
Organdysfunktion sollte immer auch die differentialdiagnostische Abklarung einer Infektion als
Ursache, und somit das Vorliegen einer Sepsis, nach sich ziehen. Winschenswert ware die Erhebung
aller Vitalparameter grundsatzlich fur alle Patient:innen in der Notfallmedizin. In der
notfallmedizinischen Routine ist dies noch lange nicht erreicht: Piedmont et al. konnten fur den
Rettungsdienst anhand eines groRen Datensatzes basierend auf Rettungsdienst-Protokollen zeigen,
dass fur Notfall-Patient:innen in nur 8,2% aller Rettungsdiensteinsdtze alle Vitalparameter

vollstandig dokumentiert wurden®®.
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Die in Originalarbeit 5 nachgewiesene schwache Spezifitat des NEWS2 zeigt aber gleichzeitig, dass
auch dieser Score noch optimierbar ist. Eine niedrige Spezifitit kann neben der sogenannten ,,Alarm
Fatigue“ beim notfallmedizinischen Personal auch das Verpassen alternativer Diagnosen aufgrund
einer zu frithen Fixierung auf die Sepsis zur Folge haben®. Sofern jedoch die fiir die Berechnung des
NEWS2 benétigten Vitalparameter digital verrechnet werden, ergibt sich hier perspektivisch die
Madglichkeit, die Sepsis-Prognose mit Hilfe von durch kiinstlichelntelligenz trainierten Algorithmen
noch exakter zu ermitteln. Zum einen kann die Einschatzung im Vergleich zur Graduierung Uber den
Punkte-Score des NEWS2 noch akkurater erfolgen und zum anderen kénnen zusatzlich zu den
erfassten Vitalparametern weitere Daten, sofern diese ebenfalls digitalisiert vorliegen, in die
errechnete Prognose miteinbezogen werden. Diese kdnnen dann nicht nur Alter und Geschlecht der
Patient:innen umfassen, sondern auch zusétzliche Parameter, wie beispielsweise Komorbiditaten und

Dauermedikation?..

4.2 Diagnostische Konzepte bei Verdacht auf Sepsis

Wird der Verdacht auf eine Sepsis gestellt, beispielsweise im Rahmen eines positiven Screening-
Tests oder durch die Klinische Beurteilung, sind weitere diagnostische Schritte nétig, um die
Verdachtsdiagnose zu bestétigen. Ein zuverlassiger Biomarker, analog beispielsweise zum Troponin
fir den Ausschluss eines akuten Myokardinfarktes®, konnte fiir die Sepsis bisher nicht identifiziert
werden. Erschwert wird die Suche durch die Tatsache, dass es sich bei der Sepsis nicht um eine
Krankheit, sondern um ein Syndrom, einen Symptomkomplex aus Infektion, Immunantwort und
Organschédigung handelt. Fir die Diagnose in der klinischen Routine bedeutet dies, dass der
mehrdimensionale Charakter der Sepsis (vgl. Abbildung 2, Seite 13) erfasst werden muss. Ein
Biomarker flr die Diagnose einer Sepsis muss gemaf der Sepsis-Definition zum einem Indikator fir
das Vorliegen einer Infektion sein, zum anderen muss er auch die Organdysfunktion erfassen, die
durch die fehlregulierte Immunantwort bedingt ist. Zusétzlich zeigt der Organismus im Rahmen der
Sepsis ein hyperinflammatorisches Reaktionsmuster, welches von einer immunsuppressiven Phase
gefolgt sein kann?. Mit dem Voranschreiten der Sepsis an sich, aber auch mit dem Wechsel zwischen
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diesen beiden Phasen kann auch ein Wechsel der betroffenen Organe sowie den entsprechenden
Funktionsstérungen bedingt sein. Somit darf ein potentieller Sepsis-Biomarker nicht spezifisch fur
die Dysfunktion eines einzelnen Organs ausgerichtet sein. Hier deutet sich an, dass wahrscheinlich
ein einzelner Biomarker flr die Sepsis nicht gefunden werden kann, sondern eher die Kombination
verschiedener Biomarker eine Losung sein konnte*®. Gleichzeitig sollte dieser Biomarker
optimalerweise bereits einen septischen Krankheitsverlauf anzeigen kénnen, bevor die Sepsis sich
klinisch manifestiert und somit auch belastbar genug sein, um einen septischen Krankheitsverlauf fur
einen klinischen relevanten Zeitraum in der Zukunft unwahrscheinlich zu machen. Originalarbeit 1
und Originalarbeit 2 befassen sich mit dieser Problematik. Beide Arbeiten evaluieren einen
innovativen Ansatz zur Infektions- und Sepsis-Diagnostik basierend auf der Analyse des
Transkriptoms (hier in Form des mRNA-Expressionsprofil in Leukozyten des peripheren Bluts) des

Wirtsorganismus.

Analyse des Transkriptoms zur Diagnose der Immunantwort

Das Transkriptom ist die Gesamtheit der exprimierten RNA in einer Zelle oder Zellpopulation zu
einem bestimmten Zeitpunkt. Dabei ist die mMRNA der Ubertrager der Information zwischen Genom
und Proteom. Das Transkriptom spiegelt somit eine Momentaufnahme des zellularen Zustands wider.
Die in Originalarbeit 1 und 2 klinisch evaluierte Methode nutzt die Mdglichkeit, diese
Momentaufnahme, bezogen auf die nukledren Zellen im peripheren Blut, zu analysieren und
spezifische Signalmuster zu erkennen, mit denen der Wirtsorganismus auf einen Infekt oder eine
Sepsis reagiert”. In Originalarbeit 1 wurde in einer prospektiven klinischen Studie evaluiert, ob
anhand vordefinierter mRNA-Expressionsprofile erkannt werden kann, ob eine bakterielle und/oder
virale Infektion oder eine nicht-infektidse Erkrankung vorliegt. Originalarbeit 2 befasst sich mit der
Vorhersage des Schweregrades der Infektion. Schweregrad ist dabei definiert als VVorhersage der
28-Tage-Letalitat (28-Tage-Sterblichkeit)®. In beiden klinischen Studien (Originalarbeit 1 und 2)
konnte eine (iberzeugende Genauigkeit der Methode fiur Patient:innen gezeigt werden, welche sich

mit Verdacht auf eine akute Infektion oder Sepsis in der Notaufnahme vorgestellt hatten.
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Ubertragt man die gewonnenen Informationen auf das in Abbildung 2 (Seite 13) vorgestellte
Koordinatensystem, zeigt sich der diagnostische Mehrwert der Methode. Mit der in Originalarbeit 1
und 2 evaluierten Genauigkeit konnen fur die Fragen nach Schweregrad und Vorliegen einer Infektion
wertvolle Informationen gewonnen und eine diagnostische Liicke geschlossen werden: Einer/m
Patient:in kann mit der Kombination beider Messergebnisse ein Infektionsstatus (nicht infiziert vs.
bakterielle vs. virale Infektion) und gleichzeitig ein Schweregrad und somit einer Prognose im Falle
einer Infektion zugeordnet werden. Fir die Therapieentscheidung ergeben sich hier konkrete
Implikationen bezuglich der Einleitung einer antiinfektiven (antibiotischen/antibakteriellen oder
antiviralen) Therapie®. Mit der Vorhersage des Schweregrades erhalt der/die Notfallmediziner:in
eine Moglichkeit, die supportive Therapie® zu steuern und die vorhandenen Ressourcen optimal zu
verteilen. So kann beispielsweise fiir ein Testergebnis mit geringem Schweregrad der Infektion
erwogen werden, auf eine stationare Behandlung zu verzichten, wahrend ein hoher bis sehr hoher
Schweregrad bereits frithzeitig die Notwendigkeit einer intensivmedizinischen Behandlung anzeigen
kann. Die Analyse des Transkriptoms, wie in Originalarbeit 1 und 2, kann somit, interpretiert durch
einen entsprechenden Algorithmus, einen entscheidenden Beitrag zur Diagnose und
Prognoseeinschatzung der Sepsis leisten und die derzeit in der Routine etablierten diagnostischen und

prognostischen Methoden erganzen.

Aktuell wird in der Klinischen Routine fir die Diagnose einer bakteriellen Infektion neben dem
mikrobiologischen Nachweis in kulturellen/mikrobiologischen Verfahren (u.a. Blutkultur) die
Bestimmung des Procalcitonins genutzt. Die alleinige Bestimmung des Procalcitonins erscheint
jedoch in klinischen Studien nicht ausreichend fiir die Steuerung einer Antibiotikatherapie®**®. Eine
Blutkultur kann das Wachstum bestimmter Bakterien oder Pilze im Blutkreislauf nachweisen und
damit wertvolle Daten fiir eine gezielte Behandlung liefern. Sie ist wichtiger Bestandteil der aktuell
empfohlenen Diagnostik der Sepsis, ist jedoch kosten- und zeitintensiv und in ihrer Sensitivitat
eingeschrankt®. Es findet sich nur in einem geringen Anteil aller Patient:innen mit einer Sepsis auch
eine Bakteridamie oder Fungamie, so dass eine Sepsis oder Bakteridmie durch eine negative Blutkultur

nicht ausgeschlossen werden kann®.
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Fur die Prognose des Schweregrades einer moglichen Sepsis ist aktuell als Biomarker nur das Serum-
Laktat in der Kklinischen Routine etabliert. Die Bestimmung ist im Rahmen einer erweiterten
Blutgasanalyse schnell und glinstig verfugbar. Die SSC empfiehlt die Bestimmung und
Verlaufskontrolle fiir alle Patient:innen mit Verdacht auf Sespis®l. Trotzdem ist der Marker
unspezifisch und sein prognostischer Wert liegt eher in seiner Dynamik, so dass eine Prognose erst
durch serielle Messungen maglich wird® 8, Die in Originalarbeit 2 vorgestellte Methode stellt hier
eine potentiell wertvolle Ergdnzung zur Ermittlung des Schweregrades dar. Dies konnte in
Originalarbeit 2 nicht nur fur den primaren Endpunkt Letalitat (28-Tages-Sterblichkeit), sondern auch
fir den Kklinischen relevanten sekundaren Endpunkt Multiorganversagen gezeigt werden.
Bemerkenswert ist hier, dass die Vorhersage der Letalitdt Gber die Analyse des mRNA-
Expressionsprofils signifikant besser gelang, als dies durch die klinischen Scores gSOFA und
NEWS2 und durch das Serum-Laktat mdglich war. Urséachlich kénnte hier sein, dass durch die Scores
und das Serum-Laktat nur eine bereits bestehende Organdysfunktion und damit die Diagnose Sepsis
erst mit Verzégerung erkannt werden kann. Liegt diese zum Zeitpunkt des Screenings auf Sepsis nicht
oder noch nicht ausreichend ausgeprégt vor, kann der Score kein positives Ergebnis erreichen. Hier
zeigt sich ein potentieller Vorteil der vorgestellten Methode, da sie moglicherweise den schweren
Verlauf einer Infektion friher erkennt. Originalarbeit 1 und 2 waren jedoch vom Studiendesign nicht
darauf ausgelegt, diese Hypothese zu belegen, was eine Limitation dieser Aussage darstellt.
Grundsatzlich ist davon auszugehen, dass im Rahmen einer Reaktion des Organismus auf eine akute
Infektion oder Sepsis eine Anderung des MRNA-Expressionsprofils einer Veranderung des Proteoms

und einer Organdysfunktion vorausgeht®.

4.3 Einbindung der Analyse des mRNA-Expressionsmusters in die klinische
Routine

Ergénzt man die in Originalarbeit 1 und 2 angewandte Methodik der Analyse der Wirtsantwort mit
einer weiteren Methode zur direkten Pathogen-Detektion, wie beispielsweise einem Lateral Flow

Assay (LFA) zum Nachweis von Pneumokokken-Antigen im Urin, ergeben sich hier weitere
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diagnostische Mdglichkeiten mit bemerkenswertem Potential fir die klinische Versorgung. Dies soll
am folgenden Beispiel gezeigt werden: Fur eine/n Patient:in mit Fieber zeigt die Transkriptom-
Analyse eine bakterielle Infektion mit hohem Schwergrad an, in der Folge erfolgt dann der positive
Nachweis von Pneumokokken-Antigen im Urin. Aus dieser Befundkombination ergeben sich
hilfreiche Implikationen fur die weiterflihrende Diagnostik und Therapie. Eine pulmonale Bildgebung
kann den Verdacht auf das Vorliegen einer Pneumonie bestdtigen. Therapeutisch kann die
Antibiotika-Therapie auf eine Streptokokken-Infektion fokussiert werden!®, Prognostisch kann die
initiale Einschatzung aufgrund von klinischen Scores durch die Transkriptom-Analyse verfeinert
werden, sodass akkurate Entscheidungen zur weiteren Betreuung der/des Patient:in getroffen werden
konnen. So kann beispielsweise bei hohem bis sehr hohem Risiko friihzeitig -eine
intensivmedizinische Therapie gebahnt werden. Dem kombinierten Einsatz des hoch-sensitiven
Pathogennachweises und Analysen der Wirtsantwort gehort hier sehr wahrscheinlich die Zukunft©L,
Die Methodiken ersetzen selbstverstandlich nicht die klinische Beurteilung der/des Patient:in,

sondern sind komplementar zu dieser Diagnostik.

Kombination von Pathogen-Nachweis mit der Analyse der Wirtsreaktion

Die Detektion von Pathogenen gelingt mit der raschen Weiterentwicklung von Nachweismethoden
zunehmend besser. Molekulare Testmethoden, wie beispielsweise die reverse Transkriptase-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) oder das Metagenomic Next-Generation Sequencing (MNGS),
haben und werden Immunoassays und kulturelle Nachweismethoden zunehmend abldsent®,
Insbesondere aufgrund ihrer hohen Sensitivitit werden diese Verfahren sich weiter etablieren. Trotz
der beschriebenen Entwicklung ergeben sich durch diese Methoden jedoch weitere neue
Herausforderungen. Auch wenn die Anzahl der detektierbaren Pathogene fortwahrend erweitert wird,
bleibt sie begrenzt und muss insbesondere fiir neu auftretende Erreger laufend angepasst werden. Des
Weiteren mussen die Ergebnisse der Methoden in der klinischen Routine verwertbar und
interpretierbar sein. Hierbei sind die hoch sensitiven Testverfahren besonders anféallig fur

Kontamination wahrend der Probenentnahme und der Verarbeitung im Labor. Zusétzlich kénnen
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durch Kolonisation von Oberflachen (Haut, Atemwege) falsch-positive Ergebnisse erzeugt werden?%,
Findet sich bei der Pathogen-Suche ein Erreger, muss sichergestellt werden, dass dieser auch klinisch
relevant ist bzw. tatsachlich eine akute Infektion vorliegt. Dieser Effekt ist bereits fur den Pathogen-
Nachweis mittels Blutkulturen beschrieben. Unter intensivmedizinischen Patienten:innen wird in
Bezug auf Blutkulturen von einer falsch-positiv Rate von bis zu 6% ausgegangen®®®, Diese falsch-
positiven Blutkulturbefunde kdnnen nicht nur zu unnétigen Antibiotikatherapien, sondern auch zu

verlangerten Krankenhausaufenthalten fiihren®,

Fur diesen Fall stellt die Analyse der Wirtsreaktion, wie in den Originalarbeiten 1, 2 und 4 vorgestellt,
ein komplementéres Verfahren dar, das die Diagnostik wertvoll ergénzen kann. Findet sich zusatzlich
zu dem Nachweis eines Pathogens in der Analyse der Wirtsreaktion (Host Response) ein Hinweis auf
eine akute Infektion, bestatigt dies den Nachweis eines Pathogens und ermdglicht eine Abgrenzung
zur Kontamination oder Kolonisation. Uber die in Originalarbeiten 1 vorgestellte Methode ist so
beispielsweise die Eingrenzung der Infektion anhand der Wirtsreaktion auf bakteriell versus viral
maoglich. Uber eine Beurteilung des Schweregrades, wie in Originalarbeit 2 gezeigt, kann zusatzlich
die Identifikation einer Sepsis friihzeitig ermoglicht werden!®. Die Kombination von Pathogen-
Nachweis mit der Analyse der Wirtsreaktion ist moglicherweise ein entschiedenes Konzept fir die

zukunftige Diagnostik und Prognoseeinschétzung der Sepsis - nicht nur in der Notfallmedizin.

Bakteriell-virale Co-Infektion

In Originalarbeit 4 wurde in einer klinischen Studie untersucht, ob es mittels Analyse des
Transkriptoms mdglich ist, die Diagnose einer bakteriellen Super-Infektion zusatzlich zu einer
bestehenden viralen Infektion (bakteriell-virale Co-Infektion) zu stellen. Dies erfolgte exemplarisch
in einer multizentrischen Kohorte von Patient:innen mit gesicherter SARS-CoV-2-Infektion. Der
mRNA-basierte Wirtsantwort-Test konnte die Mehrheit der bakteriellen Co-Infektionen erkennen.
Als Konsequenz fur die klinische Versorgung kann hierdurch méglicherweise ebenfalls eine genauere
Indikation zu Antibiotikatherapie im Sinn des Antimicrobial Stewardship erreicht werden,

insbesondere dann, wenn Antibiotika zurlickgehalten werden konnen'®. Vor allem in der
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Anfangsphase der COVID-19-Pandemie wurde ein Grofiteil aller Patient:innen mit einer
SARS-CoV-2-Infektion antibiotisch behandelt, ohne dass ein begriindeter Verdacht auf eine
bakterielle Infektion vorlag!®®%, In der Konsequenz profitiert hier nicht nur die/der individuelle
Patient:in  durch eine Reduktion potenzieller Nebenwirkungen einer nicht indizierten
Antibiotikatherapie*®, sondern auch die Entstehung von Antibiotikaresistenzen kann durch den
gezielten Einsatz von Antibiotika verlangsamt werden®°. Fiir die COVID-19-Pandemie konnte eine
deutliche Steigerung der Antibiotikaresistenzen, insbesondere bei gramnegativen Organismen,
beobachtet werden'*12, Somit kann die Originalarbeit 4 vorgestellte Methode ebenfalls ein weiteres
diagnostisches Werkzeug sein, um die zeitkritische Fragestellung der Antibiotikagabe (vgl. Abschnitt

1.4, Seite 12) in Zukunft besser zu beantworten.

4.4 Entwicklung neuer Methoden zur Diagnostik und Prognoseeinschatzung
der Sepsis

Auch mit einem zunehmenden Verstandnis der Pathophysiologie fehlt weiterhin ein Goldstandard zur
Diagnostik der Sepsis. Trotz intensiver Suche scheint es nicht moglich zu sein, einen singuléren
Biomarker flir die Diagnose Sepsis zu ermitteln®. In einer Vielzahl von Forschungsprojekten wurde
und wird aktuell versucht, die Heterogenitat und Komplexitat der Sepsis durch mehrdimensionale

Datenanalysen zu erfassen®.

Sogenannte ,,-omics-Analysen‘ zur Quantifizierung aller Bestandteile, wie Proteine (Proteom) oder
MRNA (Transkriptom), sollen ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen Prozesse
ermoglichen'’3, Originalarbeit 3 verfolgte diesen Ansatz begrenzt auf eine Analyse des Proteoms bei
notfallmedizinischen Patient:innen, die sich mit Verdacht auf SARS-CoV-2 Infektion in
Notaufnahmen vorgestellt hatten. In dieser heterogenen Kohorte konnten flir verschiedene klinische
Endpunkte wiederkehrende Proteinsignaturen identifiziert werden. Konkret konnten verschiedene
Kombinationen von Proteinen im Blutplasma von Patient:innen zur Vorhersage der Prognose der
Erkrankung identifiziert werden. Dieser Ansatz nutzt die zunehmenden Mdglichkeiten, aus relativ

geringen Blutvolumina eine Vielzahl an Analysen vorzunehmen** und diese groBen Datenmengen
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mit neuen Technologien (kinstliche Intelligenz, maschinelles Lernen) zu analysieren®. Dabei kann
ein Datensatz nicht nur auf Proteine oder sonstige Plasmabestandteile begrenzt sein, sondern auch
Vitalparameter, Komorbiditaten, lokale Keimspektren und Resistenzlagen umfassen. Gleichzeitig ist
die Aussagekraft dieser Analysen nicht ausschlieB8lich auf die Diagnose der Sepsis begrenzt, sondern
kann auch hilfreich fur weitere, u.a. prophylaktische und prognostische Fragestellungen in Bezug auf

akute Infektionen sein.

Originalarbeit 3 zeigt hier eine praktische Anwendung einer ,,-omics-Analyse”. Im Rahmen der
COIVD-19 Pandemie wurden, auch vor dem Hintergrund limitierter Ressourcen, flr die bis dato
klinisch unbekannte SARS-CoV-2-Infektion Methoden bendtigt, um eine zuverldssige
Prognoseeinschédtzung des Krankheitsverlaufs zu ermdglichen. Originalarbeit 3 zeigt eine Methode,
die Erkenntnisse zur Prognose von Patient:innen mit einer SARS-CoV-2-Infektion liefert und
gleichzeitig eventuell dabei helfen kann die Pathophysiologie einer SARS-CoV-2-Infektion besser zu

verstehen.

Die Charakterisierung von Patient:innen auf molekulargenetischen, laborchemischen, klinischen und
demographischen Ebenen und die digital-unterstiitzte Aufarbeitung dieser Datensatze, werden
wahrscheinlich in Zukunft die wesentlichen Faktoren sein, um die Pathophysiologie der Sepsis
genauer zu verstehen. Hieraus werden dann die dringend benétigten Erkenntnisse entstehen, um die

Versorgung von Patient:innen mit Sepsis weiter zu verbessern.
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5 Zusammenfassung

Die Sepsis, definiert als lebensbedrohliche Organdysfunktion, verursacht durch eine fehlregulierte
Immunantwort des Wirtes auf eine Infektion, ist eine haufige Erkrankung mit hoher Morbiditét und
Letalitat. Der Uberwiegende Anteil von septischen Krankheitsverlaufen beginnt auerhalb des
Krankenhauses und wird in der Regel initial durch Nofallmediziner:innen in Notaufnahmen versorgt.
Essentiell fir eine Senkung der Letalitat ist die rasche Therapieeinleitung, was eine schnelle und
akkurate Diagnostik und ein effektives Screening voraussetzt. Die vorliegende kumulative
Habilitationsschrift umfasst finf Originalarbeiten, welche die Ergebnisse von klinischen Studien in
der Notfallmedizin zur Verbesserung der Diagnostik und Prognoseeinschatzung der Sepsis

zusammenfasst.

Grundlage der Diagnose Sepsis ist das Vorliegen einer akuten Infektion in Kombination mit einer
Organdysfunktion. Originalarbeit 1 und 2 evaluieren die Diagnose und Prognose der Sepsis in einer
prospektiven Studie mittels der Analyse des mRNA-Expressionsprofils im peripheren Blut. Die
klinischen Studien konnten zeigen, dass mit Hilfe der vorgestellten Methode sowohl eine Aussage
zur Genese der Infektion (bakteriell wversus viral versus nicht-infiziert) als auch die
Prognoseeinschatzung des Schweregrades (Letalitdt und Multiorganversagen) akkurat moéglich ist.
Originalarbeit 4 zeigte zusétzlich in einer multizentrischen Studie, dass fur Patient:innen mit SARS-
CoV-2-Infektion mittels Analyse des mMRNA-Expressionsprofils die Diagnose einer bakteriellen Co-
Infektion mdglich war. Ebenfalls flr Patient:innen mit einer SARS-CoV-2 Infektion konnte im
Rahmen von Originalarbeit 3 gezeigt werden, dass (iber eine Analyse des Proteoms der Patient:innen
die Prognose der COVID-19 Infektion eingeschatzt werden konnte. Ergdnzt werden diese
Erkenntnisse durch eine Auswertung (Originalarbeit 5) von klinischen Scores und Vitalparametern.
Fir Patient:innen mit Verdacht auf eine Infektion in der Notfallmedizin wurde die prognostische
Wertigkeit der Scores und Vitalparameter untersucht, um einen septischen Krankheitsverlauf

vorherzusagen.

Quintessenz der vorgelegten Arbeiten ist, dass 30 Jahre nach der ersten klinischen Definition der
Sepsis eine Vielzahl von Faktoren, klinischen Parametern und Biomarkern identifiziert wurden, die
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die Diagnostik und Prognoseeinschatzung verbessern kénnten und zukinftig mutmaRlich weiter
verbessern werden. Voraussetzung fiir eine Implementierung neuer Methoden in der klinischen
Routine werden Genauigkeit (Validitat), Nutzen, Schnelligkeit, technische Umsetzbarkeit und
Finanzierbarkeit sein, jedoch viel wesentlicher ein Bewusstsein flr die Gefahr, die von einer Sepsis
ausgeht. Fir die klinische Routine muss ein effektives und effizientes Screening entwickelt und
flachendeckend etabliert werden. Neue diagnostische Methoden haben ein hohes Potential, die
Diagnostik und Prognoseeinschatzung zu verbessern. Sie missen in randomisierten Studien
ausreichend Klinisch validiert und erfolgreich implementiert werden. Die Verarbeitung und
Interpretation aller erhobenen Daten, inklusive Anamnese, klinischer Scores, Pathogennachweise und
Analyse der Wirtsantwort werden in ihrer Flle nur durch digital unterstiitzte Systeme (u.a. unterstitzt

durch kinstliche Intelligenz) fir die klinische Routine ihre volle Aussagekraft entfalten konnen.
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