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Introducere

In Martie 2020, Organizatia Mondiala a Sanatitii declard pandemia SARS-CoV-2.
COVID-19 este o boala infectioasa, virald, manifestata in general prin pneumonie, pacientii
fiind spitalizati cel mai frecvent pentru insuficientd respiratorie. Dezvoltarea insuficientei
acute de organ in COVID-19 asociata cu o crestere > 2 puncte a scorului SOFA defineste
sepsisul viral secundar infectiei cu SARS-CoV-2. Desi cei mai multi autori considera
COVID-19 o boald in principal pulmonara, dovezile stiintifice sustin ipoteza unei interesari
semnificative sau chiar primare a sistemului vascular si hematologic. Celulele hematologice
au un rol cheie 1n initierea si propagarea imunotrombozei si furtunii de citokine din COVID-
19. Identificarea unor corespondenti clinici care sa oglindeasca modificarile fiziopatologice
premergatoare aparitiei insuficientei respiratorii si consecutiv, a insuficintei multiple de
organ, ar putea facilita: interventiile terapeutice precoce si preventia evolutiei catre formele
severe si critice, monitorizarea si spitalizarea la timp a pacientilor la risc, reducerea
mortalitatii.

De asemenea, evolutia pandemiei SARS-CoV-2 a reprezentat o provocare pentru toate
sistemele medicale, indiferent de capacitate sau indici de performanta. SARS-CoV-2 este un
virus cu contagiozitate crescutd, iar lipsa preventiei prin vaccinare, cat si a terapiilor
antivirale specifice au reprezentat factori favorizanti pentru numarul crescut de spitalizari,
precum si pentru admisia in terapie intensiva. Mai mult, necesarul crescut de suport
respirator a depdsit in cele mai multe tari numarul de paturi sau ventilatoare mecanice
disponibile. Astfel, in timpul valurilor pandemice, cele mai multe sisteme medicale au
stabilit protocoale pentru managementul situatiei de criza. In cadrul acestor protocoale au
fost introdusi factori sau scoruri de severitate si prognostic pentru a stabili triajul pacientilor
precum si prioritatea de acordare a ingrijirilor in sectiile de terapie intensiva. Avand in
vedere numarul mare de cazuri severe si critice, admisia in terapie intensiva pe baza unor
criterii stabilite mai mult sau mai putin arbitrar ridicad problema validarii acestora. Astfel,
este necesard analiza atat prospectiva, cat si retrospectivd pentru a cuantifica performanta
discriminativa a acestor criterii.

Avand in vedere interesul stiintific crescut pentru aceste domenii de cercetare clinica,
una dintre ipotezele de lucru ale acestei Teze de doctorat este ca alterarile calitative si
cantitative ale parametrilor hematologici pot fi utile in evaluarea severitatii si prognosticului

pacientilor cu sepsis viral admisi in terapie intensiva. Astfel, am studiat valoarea predictiva



a dinamicii tulburdrilor hematologice de la momentul admisiei si pe parcursul sederii n
terapie intensiva. Caracterul original si inovativ al acestui studiu a fost dat de raportarea
puterii predictive si identificarea unor valori cut-off pentru parametrii hematologici derivati
(raportul neutrofile-limfocite, indexul inflamator sistemic, raportul neutrofile-limfocite
derivat, raportul trombocite-limfocite si raportul monocite-limfocite) evaluati in dinamica.
Mai mult, aceste valori cut-off ale indicilor hematologici derivati au reprezentat factori
independenti de prognostic pentru necesarul de ventilatie mecanica invaziva si deces in urma
analizei multivariate. Prin raportarea acestor rezultate mi-am atins unul dintre obiectivele
majore din cadrul studiului doctoral.

O alta directie de cercetare In cadrul Tezei de doctorat a fost extinderea analizei pentru
identificarea factorilor independenti de risc pentru deces de orice cauza la ziua 28 pe baza
datelor demografice, clinice si paraclinice de la momentul admisiei in terapie intensiva. in
urma analizei multivariate Cox a hazardului proportional, factorii independent asociati cu
decesul de orice cauzd la ziua 28 au fost varsta, raportul neutrofile-limfocite si scorul SOFA
la momentul admisiei. Pe baza coeficientilor de regresie am derivat ecuatia noului scor
COVID-SOFA. Modelul a fost bine calibrat, validat intern si a avut putere predictiva
superioara scorului SOFA pentru decesul la ziua 28. Mai mult, am demonstrat ca utilizarea
repetitva a scorului pe parcursul sederii in terapie intensiva este asociatd cu o crestere
semnificativa a capacitatii predictive pentru deces. Prin aplicarea modelului pentru studiul
mortalitatii de orice cauza la ziua 60 am obiectivat reproductibilitatea si mentinerea puterii
predictive a scorului COVID-SOFA. In cele din urmi, am derivat ecuatia Cox pentru a putea
calcula probabilitatea de deces la zilele 28, respectiv 60. Pe baza rezultatelor obtinute, am
reusit sd ating un alt obiectiv major al cercetarii doctorale.

Avand in vedere ca diagnosticul diferential al sepsisului secundar pneumoniei este
dificil, prezentarea clinica putand fi foarte similard pentru agentii etiologici bacterieni sau
virali, am decis sd derulez in cadrul cercetarii doctorale un studiu care sa evalueze intr-0
maniera extensiva capacitatea discriminativa a parametrilor hematologici si a procalcitoninei
intre cele doud entititi anterior mentionate. In acest studiu am inclus pacienti cu sepsis viral
secundar COVID-19 si pacienti cu sepsis bacterian secundar pneumoniei bacteriene.
Procalcitonina si largimea distributiei eritrocitare au avut putere discriminativa foarte buna.
Mai mult, acestia au fost puternic corelati cu severitatea bolii. Astfel, caracterul inovativ al
acestui studiu este reprezentat de rezultatele obtinute pentru largimea distributiei eritrocitare.
Mai mult, aceste rezultate sustin afectarea particulari a eritrocitelor in sepsisul bacterian. Tn

cele din urma, unii parametrii hematologici au avut abilitate discriminativa buna, precum
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leucocitele, neutrofilele si monocitele, pe cand alti parametrii si indicii hematologici derivati
au avut capacitate diagnostica redusa sau absenta.

Rezultatele prezentate in cadrul acestei Teze de doctorat aduc o contributie
semnificativa in ceea ce priveste studiul factorilor de severitate si prognostic la pacientii cu
COVID-19 din terapie intensiva. De asemenea, dezvoltarea unui scor de prognostic si a unei
ecuatii de calculare a probabilitatii decesului oferd un nou instrument clinic valoros care
poate fi utilizat in managementul acestor pacienti. In cele din urma, analiza comparativi a
alterarilor hematologice induse de sepsisul viral si bacterian oferd noi perspective in acest
domeniu si subliniazd existenta unor mecanisme fiziopatologice distinctive. Astfel,

diagnosticul de sepsis si consecutiv, abordarea terapeutica vor putea fi individualizate.



I.1. PARTEA GENERALA (stadiul actual al cunoasterii)

1. Sepsisul viral secundar sindromului respirator acut cu noul
coronavirus (COVID-19)

Sepsisul reprezinta o problema majora de sanatate publica la nivel mondial [1],
estimandu-se ca afecteaza aproximativ 30 de milioane de oameni anual cu pana la 5 milioane
de decese [2]. Mortalitatea raportata a pacientilor critici cu COVID-19 a avut o variabilitate
mare, intre 13-86% [3], pana la peste 90% in anumite subgrupuri [4].

Desi este consideratd in principal o boald a sistemului respirator, pe baza datelor
publicate, s-a observat ca in COVID-19 afectarea este multisistemica si prezinta un tablou
clinic si biologic polimorf [5]. Formele severe sau critice de COVID-19 sunt considerate o
forma de sepsis viral [6]. In comparatie cu sepsisul bacterian, sunt descrise diferente
importante privind raspunsul inflamator sistemic, injuria organica si evolutia bolii. Mai mult,
sepsisul viral secundar altor agenti virali prezinta fenotipuri distincte [7-9].

Sistemul hematologic reprezintd un element cheie in patogeneza infectiei cu SARS-
CoV-2. Extensia alterarilor hematologice induse de COVID-19 influenteaza semnificativ
evolutia bolii, precum si prognosticul acestor pacienti [5, 9-25]. Exista o relatie stransa intre
alterarile cantitative si calitative ale celulelor sanguine circulante si endoteliopatia urmata de
tromboinflamatie la pacientii cu forme severe sau critice de COVID-19 [11, 13-15, 26]. Mai
mult, fenotipuri distincte au fost descrise in functie de magnitudinea raspunsului sistemului
hematologic la agresiunea SARS-CoV-2 [10, 13].

Neutrofilele sunt implicate in fiziopatologia COVID-19 prin: recrutare si activare
exagerata, formarea capcanelor neutrofilice extracelulare — NEToza, activarea
inflamazomului si eliberarea microparticulelor neutrofilice. [12-14, 27, 28]. Limfocitele au
un rol central Tn imunopatologia sepsisului viral secundar infectiei cu SARS-CoV-2. Atét
tulburarile cantitative, cat si cele calitative caracterizeaza fenotipuri diferite ale sepsisului
viral, au rol in triajul pacientilor, prezic evolutia bolii, precum si severitatea, riscul de
suprainfectie si decesul [29-32].

Endoteliopatia si imunotromboza reprezinta o caracteristica distinctd a sepsisului viral
din COVID-19 avand mecanisme specifice, dar si comune celor din sepsisul bacterian [15].
Endotelita sau capilarita poate aparea secundar injuriei directe si indirecte. Injuria directa
poate fi explicatd de prezenta receptorilor ACE2 si a TMPRSS2 pe suprafata celulelor

endoteliale [9, 19, 24, 33, 34]. Consecutiv injuriei endoteliale, apare statusul hipercoagulabil
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cu formarea microtrombozelor [9]. Leziunile indirecte apar, in principal, secundar statusului
proinflamator. Tntr-un final, disfunctia vasculari si tromboinflamatia sunt sustinute prin
bucle de feedback pozitiv, rezultatul final fiind insuficienta de organ si/sau evenimentul

trombotic major [15].

2. Factori de severitate si prognostic in sepsisul secundar COVID-19

Evolutia pandemiei SARS-CoV-2 a determinat sistemele medicale sa puna bazele unui
management al situatiei de crizi. In cadrul acestuia, a fost necesarid dezvoltarea unor
instrumente de diagnostic si triaj in ceea ce priveste pacientii critici [35, 36]. Avand in vedere
frecventa mare de admisie in sectia de terapie intensiva (32-40%), precum si mortalitatea
crescutd (pana la 86%) [3], acordarea ingrijirilor pe baza unor criterii stabilite mai mult sau
mai putin arbitrar ridica problema validarii acestora [35-37].

Datele socio-demografice precum sexul, varsta, rasa, etnia sau mediul de provenienta
au reprezentat factori de risc independenti pentru forme severe sau critice de COVID-19,
admisie in terapie intensiva, precum si o mortalitate mai ridicata [4, 38-51].

Comorbiditatile si alti factori clinici au fost raportate ca factori independenti de risc
pentru severitatea sau progresia bolii catre forme severe si critice, admisia in terapie
intensiva, necesarul de ventilatie mecanica, necesarul de terapii suportive ale altor organe,
sechelele pe termen lung si deces [38—42, 44, 46, 49-51].

Parametrii de laborator precum ALT, AST, GGT, bilirubina, albumina, LDH, CK, CK-
MB, troponina I si T, creatinina, ureea sau portiunea azotata a ureei (BUN), proteinuria si
hematuria sunt indicatori de injurie acuta organica. Acestea sunt asociate cu severitatea si
progresia bolii, pot prezice spitalizarea, admisia in terapie intensiva, necesarul de terapie de
susbstitutie organicd, precum si decesul sau complicatiile pe termen lung [3, 4, 18, 19, 24,
26, 38-41, 46, 49, 50, 52-62].

Zinellu si colab. [63] au condus 0 meta-analiza pe 71 de studii si au analizat factorii
hematologici asociati cu progresia bolii si mortalitatea la pacientii cu COVID-19. Neutrofilia
(HR: 1.62, (1.46; 1.80)), limfopenia (HR: 1.62: (1.27; 2.08)) si trombocitopenia (HR: 1.74
(1.36; 2.22)) au fost independent asociate cu mortalitatea si progresia bolii la pacientii cu
COVID-19 [63]. Mai mult, largimea distributiei eritrocitare si largimea distributiei
monocitare au valoare predictiva pentru deces si progresia catre formele severe la acest grup
de pacienti [64, 65]. NLR este cel mai studiat indicator hematologic, fiind variabila asociata

cel mai frecvent cu severitatea (96% din studii) si mortalitatea in analizele care au inclus



pacienti cu COVID-19 [62]. Tntr-0 meta-analizi ce a inclus 2967 de pacienti, NLR a avut o
AUC pentru predictia decesului de 0.90. pentru o valoarea cut-off > 6.5, raportul pozitiv de
probabilitate a fost de 6.3, iar diagnostic odds ratio a fost de 32 [66]. Mai mult, Simadibrata
si colab. au raportat o valoare a ratiei hazardului pentru deces a NLR de 2.74 (95% CI, 0.98
— 7.66) intr-o meta-analiza ce a inclus 6033 de subiecti din 15 studii [67].

Scorul SOFA reprezinta unul dintre criteriile de diagnostic al sepsisului conform
Sepsis-3 [68]. In sepsisul viral secundar infectiei severe cu SARS-CoV-2, socrul SOFA a
avut o valoare discriminatorie inadecvata in ceea ce priveste prognosticul pentru deces sau
triagjul pentru initierea/alocarea ventilatiei mecanice. Astfel, scorul SOFA ar trebui utilizat
cu precautie in aceste situatii [37, 69, 70].

Lombardi si colaboratorii au efectuat validarea externa a 32 de scoruri de prognostic
(mortalitatea la 30 de zile in spital sau admisia in terapie intensiva) la pacientii cu COVID-
19 raportate in literatura [71]. Dintre cele 32 de scoruri studiate, 19 au avut o valoare
predictivd semnificativ. mai micd la momentul validarii externe, fatd de puterea
discriminativa raportata initial. Pentru mortalitatea 1n spital, doar 7 scoruri au mentinut o
valoare a AUROC peste 0.75 la validarea externa [71].

Meijs si colab. a efectuat validarea externd a 8 scoruri pe 551 pacienti cu COVID-19
admisi 1n terapie intensiva din cohorta Euregio Intensive Care COVID. Mortalitatea la
nivelul intregului lot a fost de 36% [72]. Scorul 4C Mortality Score [73] a avut cea mai buna
putere discriminativa pentru deces cu (AUC; 0.70, 0.64—0.76) si calibrare moderata. Puterea
discriminativa observata in acest studiu este mai mica fatd de cea raportatd de autorii care au
dezvoltat scorul precum si de Lombardi si colab [71]. In cele din urma, riscul de bias al
acestui scor a fost considerat neclar de cétre autori.

Scorurile de severitate si prognostic utilizate frecvent la pacientii critici, precum
CURB-65 [74], APACHE 1l [75] si SOFA [76] au avut capacitate predictiva redusa cu AUC
de 0.68 (0.64-0.73), 0.65 (0.60-0.69), respectiv 0.62 (0.56-0.68).

Buttia si colab. [77] au publicat recent un review sistematic privind modelele
prognostice cu putere predictiva pentru severitatea si mortalitatea pacientilor cu COVID-19.
Acest review sistematic a inclus 314 studii in care au fost raportate un total de 353 modele.
Dintre acestea, doar 37 au fost efectuate pe pacienti din terapie intensiva, iar autorii atrag
atentia ca 99.4% dintre modele predictive sunt la risc crescut de bias. Mai mult, doar 17.5%
dintre studii au aderat la ghidurile TRIPOD (Transparent reporting of a multivariable
prediction model for individual prognosis or diagnosis) de raportare a modelelor predictive
[78].
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I1. Contributii personale (originale)

3. Studiul I: Modificarile dinamice ale indicilor hematologici derivati
sunt factori independenti de prognostic pentru necesarul de

ventilatie mecanica invaziva si deces la pacientii critici cu COVID-

19

3.1. Introducere (scop, ipoteza de lucru si obiective specifice)

Sistemul hematologic reprezinta un element cheie in progresia catre formele severe si
critice de COVID-19. Pe baza datelor de fiziopatologie si biologie moleculara din literatura,
tulburarile calitative si cantitative preced sau sunt factorul declansator al furtunii de citokine,
precum si a imunotrombozei. Astfel, identificarea clinicd timpurie poate prezice evolutia
catre forme critice (implicit, necesarul de suport ventilator invaziv) sau deces.

Obiectivul acestui studiu a fost identificarea relatiei dintre dinamica alterarilor
indicilor hematologici (NLR, dNLR, SII, PLR si MLR) si evenimentele studiate (necesarul
de suport ventilator invaziv si deces), precum si puterea predictiva a fiecdrui indice

hematologic in parte.

3.2. Material si metoda

Acesta este un studiu multicentric, observational si retrospectiv ce a inclus 272 de
pacienti cu forme severe si critice de COVID-19. Analiza datelor a fost realizata in functie
de cele doud evenimente studiate: (I) necesarul de ventilatie mecanicd invaziva si (II)
decesul. Pacientii din primul grup au fost divizati in 3 subgrupuri: (1) pacienti ventilati
mecanic invaziv la admisia in terapie intensivd, (2) pacienti care au necesitat initierea
ventilatiei mecanice pe parcursul sederii in terapie intensivd si (3) pacienti care nu au
necesitat ventilatie mecanica invaziva pe parcursul sederii in terapie intensiva. Pacientii din
cel de-al doilea grup au fost clasificati ca supravietuitori si decedati.

Valorile delta (A) ale indicilor hematologici au fost calculate ca: valoarea la 48 ore a
unui parametru — valoarea aceluiasi parametru la momentul admisiei. Puterea discriminativa
a parametrilor hematologici derivati a a fost studiata cu ajutorul analizei ROC (Receiver
Operating Characteristics). Rezultatele au fost exprimate ca aria de sub curba ROC

(AUROC), impreuna cu valorile cut-off identificate pe baza indexului Youden. De
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asemenea, pentru valorile cut-off stabilite au fost raportate sensibilitatea (Sb.), specificitatea
(Sp.), valoarea predictiva pozitiva (VPP) si valoarea predictiva negativa (VPN). Intr-un final,
parametrii identificati a avea valoare discriminativa la analiza ROC au fost ulterior studiati

utilizand regresia multivariatd Cox a hazardului proportional.

3.2. Rezultate

In cohorta studiati, subiectii de sex masculin au avut cea mai mare proportie
(186/272), fara diferente semnificative la nivelul grupurilor studiate (p > 0.05). Varsta medie
la nivelul intregului lot a fost 62.7 (+ 12) ani, diferenta fiind semnificativa statistic pentru
necesarul de ventilatie mecanica invaziva intre subgrupurile 1 si 3, respectiv 2 si 3: 64.9
(£9.9) vs. 65.4 (x11) vs. 58.5 (¥12.4), p < 0.0001. Aceeasi observatie am mentinut-o si
pentru evenimentul deces, pacientii supravietuitori fiind mai tineri (58.2 (£11.8) vs. 66.8
(£10.5), p < 0.0001). Pacientii ventilati mencanic invaziv la momentul admisiei (grupul 1)
si cei care au necesitat ventilatie mecanica invaziva pe durata sederii in TI (grupul 2) au avut
o mortalitate semnificativ mai mare in comparatie cu cei la care nu a fost necesara instituirea
suportului ventilator invaziv (grupul 3) (81.7% si 76.1% vs. 13.3%, p < 0.0001).

Valorile indicilor hematologici la admisie nu au putere discriminativa in in ceea ce
priveste necesarul de ventilatie mecanica invaziva. Ariile de sub curba pentru NLR, SII,
dNLR, PLR si MLR au variat intre 0.521 si 0.573, modelele fiind respinse (p > 0.05).

Pe de alta parte, valorile indicilor hematologici la admisie au putere discriminativa
redusa pentru deces. Modelele au fost acceptate pentru toti indicatorii introdusi in analiza cu
valori ale ariei de sub curba care au variat intre 0.572 si 0.621 (p < 0.05).

In ceea ce priveste predictia pentru necesarul de ventilatie mecanici invaziva,
diferenttele dintre ariile de sub curbele ROC sunt semnificative (p < 0.0001) la 48 de ore
comparativ cu cele de la momentul admisiei. Mai mult, capacitatea predictiva a valorilor
delta este marginal sau chiar semnificativ crescuta (pentru NLR) pentru predictia necesarului
de ventilatie mecanica invaziva.

Astfel, modelul discriminativ este unul foarte bun pentru ANLR, ASII si AANLR cu
valori ale ariei de sub curba intre 0.826 si 0.876 (p < 0.0001). Pentru APLR si AMLR
performanta modelului este una buna cu valori ale ariei de sub curba intre 0.713 si 0.774 (p

<0.0001) (Figura 3.1., Tabelul 111.1).
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Figura 3.1. Puterea discriminativa pentru necesarul de ventilatie mecanica invaziva

a parametrilor hematologici masurati in dinamica

Tabel I11.1. Valorile cut-off ale indicatorilor hematologici ca factori predictivi pentru

ventilatia mecanica invaziva

Predictia pentru necesarul de IMV

AUC  95% ClI p Cut-off Sb% Sp% VPP% VPN%
ANLR 0.876 0.824-0.920 <0.0001 >2 79.5 914 921 78
ASIT  0.834 0.781-0.887 <0.0001 >340 79.5 80 83.3 75.7
AdNLR 0.826 0.772-0.880 < 0.0001 >1 70.5 84.8 85.3 69.5
APLR 0.774 0.714-0.834 <0.0001 >50 68.2 79 80.4 66.4
AMLR 0.713 0.648-0.778 <0.0001 >0.1 53.8 81.9 78.9 58.5

In ceea ce priveste predictia pentru deces, diferenttele dintre ariile de sub curbele

ROC sunt semnificative (p < 0.0001) la 48 de ore comparativ cu cele de la momentul

admisiei. Mai mult, capacitatea predictiva a valorilor la 48 de ore este marginal sau chiar

semnificativ crescutd (pentru NLR si ANLR) fata de valorile delta pentru predictia decesului.
Astfel, modelul discriminativ este unul foarte bun pentru NLR 48h si dNLR 48h cu
valori ale ariei de sub curba intre 0.831 si 0.867 (p < 0.0001). Pentru SII, PLR si MLR
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performanta modelului este una buna cu valori ale ariei de sub curba intre 0.740 si 0.796 (p

< 0.0001) (Figura 3.2., Tabelul 111.2).
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Figura 3.2. Puterea discriminativa pentru deces a parametrilor hematologici masurati

in dinamica

Tabel 111.2. Valorile cut-off ale indicatorilor hematologici ca factori predictivi pentru deces

Predictia pentru deces

AUC 95% ClI p Cut-off  Sb% Sp% VPP% VPN%

NLR48h 0.867  0.825-0.909 < 0.0001 >11 86.6 72.3 77.4 83.2
SI48h  0.796  0.744-0.848 <0.0001 >3700 71.8 70.8 72.9 69.7
dNLR48h 0.831  0.784-0.879 <0.0001 >6.93 80.3 70 74.5 76.5
PLR48h 0.740 0.682-0.798 <0.0001 >300 82.4 49.2 63.9 71.9
MLR 48h 0.747  0.689-0.805 <0.0001 >0.64 60 80.8 77.3 64.8

Urmatorii factori au fost introdusi in modelele multivariate in functie de asocierea
acestora cu evenimentul la analiza univariata:
a. Necesarul de ventilatie mecanica invaziva. Parametrii hematologici au fost

ajustati pentru: varsta > 60 ani, valoarea PCR la 48 ore, necesarul de ventilatie
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mecanicd non-invaziva la admisie, hipoxemia severa la 48 ore (P/F < 100 mmHg),
diabetul zaharat si indexul Charlson de comorbiditate.

b. Deces: Parametrii hematologici au fost ajustati pentru: varsta > 60 ani, indexul
Charlson de comorbiditate, scorul SOFA la 48 ore, infectiile asociate actului
medical, valoarea CRP la 48 ore, hipoxemia severa la 48 ore (P/F < 100 mmHg),
terapia cu tocilizumab si necesarul de suport ventilator mecanic.

In toate modele pentru predictia necesarului de ventilatie mecanica invaziva, necesarul
de support ventilator mecanic non-invaziv la admisie si hipoxemia severa la 48 ore au fost
factori independenti de risc cu valori ale ratiei hazardului intre 1.89 si 2.04 pentru NIV si
1.52 si 2.17 pentru hipoxemia severa. Mai mult, in modele pentru ASII si AMLR, valoarea
proteinei C-reactive a fost un factor predictiv independent (HR = 1.003, 95% CI 1.001 —
1.005, p < 0.05)

In ceea ce priveste indicii hematologici ca factori predictivi pentru IMV, valorile HR
au fost urmatoarele: ANLR >2: HR =5.05 (95% Cl, 3.06-8.33, p < 0.0001), ASII > 340: HR
= 3.56 (95% CI 2.21 — 5.74, p < 0.0001), ADNLR > 1: HR =2.61 (95% CI 1.7 — 4.01, p <
0.0001), APLR > 50: HR =1.95 (95% CI 1.29 — 2.93, p = 0.001) and AMLR > 0.1: HR =
1.73 (95% CI 1.19 — 2.51, p = 0.004).

Pentru cel de-al doilea eveniment studiat (decesul), valorile HR la 48 ore, ajustate in
analiza multivariatd au fost: NLR > 11: HR = 2.25 (95% CI: 1.31 — 3.86, p = 0.003), SII >
3700: HR = 1.68 (95% CI: 1.13 — 2.49, p = 0.01), dNLR > 6.93: HR = 1.89 (95% CI: 1.2 —
2.98, p = 0.005), PLR > 300: HR =1.66 (95% CI: 1.04 — 2.64, p = 0.025), MLR > 0.64: HR
=1.49 (95% CI 1.003 — 2.2, p = 0.048).
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4. Studiul 11: Dezvoltarea si validarea interna a unui model de
prognostic care prezice mortalitatea din orice cauza la ziua 28 la

pacientii critici cu COVID-19 — scorul COVID-SOFA

4.1. Introducere (scop, ipoteza de lucru, obiective specifice)

Factorii clinici si paraclinici la momentul admisiei sunt corelati cu severitatea,
progresia bolii si mortalitatea la pacientii critici cu COVID-19. Scorul SOFA are putere
discriminativa mai redusa pentru severitate si mortalitate la pacientii cu sepsis viral secundar
COVID-19. Daca in cohorta studiatd scorul SOFA va avea putere discriminativd redusa
pentru deces la ziua 28, dar semnificativa, este posibil sd modific scorul SOFA intr-o mariera
care sa reflecte mai bine particularitatile pacientilor cu sepsis viral secundar COVID-19.

Obiectivul acestui studiu este de a reproduce metodologia scorului CLIF-SOFA,
pentru a imbunatati valoarea predictiva a scorului SOFA la pacientii cu COVID-19 prin

adaugarea unor parametri identificati a fi factori independenti de prognostic.

4.2. Material si metoda

Acesta este un studiu observational, retrospectiv, de cohortd in care au fost inclusi 425
de pacienti cu COVID-19 admisi in sectiile de terapie intensiva (4 sectii independente) din
doua centre tertiare: Spitalul Universitar de Urgenta Elias si Spitalul Universitar de Urgenta
Militar Central ,,Dr. Carol Davila”.

Modelele predictive au fost construite utilizand regresia Cox a hazardului proportional.
Datele au fost introduse in regresie folosind metoda ascendenta, in trepte (forward stepwise).
Variabilele au fost retinute Tn model daca valoara p < 0.05 si eliminate daca p > 0.1.
Urmatoarele variabile au fost introduse in model: varsta, raportul neutrofile-limfocite
(NLR), scorul SOFA, PCR, D-dimerii, feritina si sexul. Ecuatia scorului COVID-SOFA a
fot caclculatd pe baza coeficientilor de regresie. Pentru a evalua calibrarea modelului
(goodness-of-fit) am utilizat testul Hosmer-Lemeshow.

Pentru a compara modelul obtinut cu cel original al scorului SOFA am folosit criteriul
de informare Akaike (AIC), criteriul de informare bayesian (BIC) si testul raportului de
probabilitate (likelihood ratio test).

Puterea discriminativa a fost evaluata utilizand statistica de concordanta (indexul C al
lui Harrell sau Harrell C-index, analiza curbelor ROC (AUROC), analiza curbelor Precision-

Recall (AUPRC) si rata de imbunatatire a erorii de predictie. Ariile de sub curba pentru

16



scorul SOFA si pentru scorul COVID-SOFA au fost comparate utilizind metoda descrisa de
DeLong si colab. [79]. Ariile de sub PRC (AUPRC) au fost comparate utilizand bias-
corrected accelerated bootstraping (BC(a) la ratd de reesantionare = 1000 reiterari).
Diferenta dintre cele doud curbe a fost consideratd semnificativd daca ambele limite ale
intervalului de confidenta 95% ale BC(a) au fost pozitive si > 0. Rata de Tmbunatatire a erorii
de predictie a fost calculata dupa urmatoarea formula: 100 x (Indexul C-Harrellcovip-sora —
Indexul C-Harrellsora)/(1 — Indexul C-Harrellsora) [80]. Valoarea acesteia a fost exprimata
ca procent.

In fine, probabilitatea mortalitatii a fost calculatd pe baza ecuatiei Cox [81]:

Rescrisa pentru scorul COVID-SOFA:

S(t) = 1 — ¢l~CI0) * exp(B(®) * COVID-SOFAY]

Unde, t = punctul de timp pentru probabilitatea supravietuirii (ziua 28); CI(t) =
nivelurile de baza ale hazardul cumulativ pentru timpul dat; exp(B(t) x COVID-SOFA) =
indexul de probabilitate; expp(t) = expp pentru scorul COVID-SOFA la momentul de timp
dat multiplicat cu valoarea calculata a scorului COVID-SOFA.

Validarea interna a fost efectuata prin bias-corrected accelerated bootstraping (BC(a)
la rata de reesantionare = 1000 reiterdri) pentru calibrare, regresia Cox si PRC. Modelul a
fost considerat semnificativ daca ambele limite ale intervalului de confidenta 95% ale BC(a)

au fost pozitive si > 0.

4.3. Rezultate
Varsta mediana a intregului lot a fost de 64 ani [55-57] (Figura 4.2.), iar 68.2% dintre
pacienti au fost de sex masculin. La admisia in terapie intensiva, 51 (12%) pacienti au fost
ventilati mecanic invaziv (IMV), 225 (52.9%) au fost ventilati mecanic non-invaziv (NIV)
si 149 (35.1%) au necesitat oxigenoterapie cu flux inalt (HFOT). Mediana scorului SOFA la
admisie pentru intregul lot a fost de 4 [3-5] puncte. Au fost observate diferente semnificative
statistic intre pacientii IMV, NIV si HFOT (8 [6-9] vs. 4 [3-5] vs. 3 [2-3] puncte, p < 0.001).
Pentru modelul final, softul statistic a ales ca factori independenti de predictie varsta
(Figura 4.11.), valoarea raportului neutrofile-limfocite (Figura 4.12.) si scorul SOFA (Figura

4.13.). Pe baza coeficientilor de regresie, urmatoarea ecuatie a fost calculata:

Scorul COVID-SOFA =10 x [0.037 x Varsta + 0.347 x In(NLR) + 0.16 x SOFA]
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Valoarea obtinuta intre paranteze este inmultitd cu 10 si rotunjita pentru a facilita
valoarea finala a scorului SOFA. Modelul final a fost bine calibrat pentru mortalitatea la ziua
28 (x> Hosmer—Lemeshow = 5.45, p = 0.7). Tn Tabelul IV.1. este sumarizat modelul complet

al regresiei Cox pentru scorul COVID-SOFA.

Tabelul 1V.1. Modelul final al regresiei Cox si validarea prin bias corrected

accelerated bootstrapping

Evenimentul=decesul Regresia Cox a hazardului proportional (BC(a)) bootstrapping
la ziua 28 de la Metoda: ascendent, in trepte (reesantionare=1000 cazuri)
admisie
Covariata B p HR 95% CI Exp(b) B Bias p 95% CI for BC(a)
Varsta 0.037 <0.001 1.038 1.026 — 1.05 0.037 0.001 0.001 0.025-0.052
IN(NLR) 0.347 0.001 1.415 1.167 - 1.717 0.347 0.002 0.002 0.181-0.597

SOFA la admisie 0.16 <0.001 1.176 1.107 - 1.248 0.16 0.001 0.001 0.095-0.214

Evenimentul a fost codificat cu 1 si a reprezentat decesul in perioada de 28 de zile de la admisia in terapie intensiva ;
BC(a) = bias corrected accelerated; p = coeficientul de regresie; HR = ratia hazardului; 95% CI = interval de
confidentd 95%; In = natural logarithm; NLR = raport neutrofile-limfocite ; In = logaritm natural

Tabelul 1V.2. Analiza comparativa a puterii discriminative a scorurilor

COVID-SOFA si SOFA

Mortalitatea de orice cauza la ziua 28

Index-C, Dif. Predictia AUROC Dif.* p AUPRC Dif. AURPC
95% Cl Index-C erorii 95% CI AUROC 95% ClI  95% BC(a) CI
C-SOFA 0.697 0.796 0.813 0.079
Admisie Tl 0.662-0.731 0.755-0.833 0.757-0.858 '
0.058 16.06% 0.097 <0.001
SOFA 0.639 0.699 0.734
Admisie Tl 0.605-0.672 0.653-0.742 0.674-0.787 0.066-0.094
C-SOFA 0.733 0.862 0.870 0.086
48 h 0.700-0.765 0.826-0.893 0.820-0.907 '
0.045 14.42% 0.074 <0.001
SOFA 0.688 0.788 0.784 0.07-0.11
48 h 0.654-0.723 0.746-0.826 0.727-0.832 ' '
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* DeLong [79]; C-SOFA = COVID-SOFA AUROC = area de sub curba ROC, AUPRC =
area de sub curba Precision-Recall, 95% CI = 95% confidence interval, BC(a) = bias-

corrected accelerated bootstrapping

Probabilitatea pentru deces in functie de criteriul de timp ales a fost calculata utilizand

ecuatia Cox [81] rescrisa pentru scorul COVID-SOFA:

S(t) = 1 — el T exp(B(t) x COVID-SOFA)]

Coeficientii pentru scorul COVID-SOFA la admisia in terapie intensiva:

Cl(ziua 28) = 0.017; exp(B)(ziua 28) = 1.1045

Coeficientii pentru scorul COVID-SOFA la admisia in terapie intensiva:

Cl(ziua 28) = 0.010; exp(B)(ziua 28) = 1.1134
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5. Studiul I11: Parametrii hematologici si procalcitonina ca discriminanti
intre sepsisul viral secundar COVID-19 si sepsisul bacterian secundar

pneumoniei bacteriene

5.1. Introducere (scop, ipoteza de lucru, obiective specifice)

Réspunsul inflamator sistemic si implicit, modificdrile imunologice, prezinta
particularitati distincte in cele doud tipuri de sepsis. Parametrii hematologici evalueaza
raspunsul gazdei la infectie. Magnitudinea acestui raspuns poate diferentia cele doua entitati
clinice pe baza alterarilor parametrilor hematologici si a procalcitoninei.

Obiectivul acestui studiu este de a identifica valoarea discriminativa a parametrilor

hematologici si a procalcitoninei intre sepsisul viral si sepsisul bacterian.

5.2.Material si metoda

Pentru a testa abilitatea discriminativa a parametrilor hematologici, am condus analiza
ROC cu calcularea ariei de sub curba (AUC sau AUROC) pentru fiecare indicator in parte.
Pentru fiecare variabila, valorea cut-off a fost calculata utilizand indexul Youden. Mai mult,
sensibilitatea (Sb%) si specificitatea (Sp%) au fost calculate pentru valoarea cut-off
identificata. In cele din urma, puterea discriminativi si diagnostica a fost raportata sub forma
raportului pozitiv de probabilitate (+LR, positive likelihood ratio) si raportului negativ de
probabilitate (—LR, negative likelihood ratio). Analiza bivariata utilizand coeficientul
Spearman rho a fost utilizatd pentru a studia corelatia rangurilor dintre doua variabile

continue independente.

5.3. Rezultate

Varsta mediand a intregului lot a fost de 68 ani [58-77], cu o diferenta semnificativa
intre cele doud grupuri. Pacientii cu sepsis bacterian au avut valorie mediene mai mari pentru
varstd comparativ cu pacientii cu sepsis viral (p < 0.001).

Dintre parametrii hematologici studiati, procalcitonina a avut cea mai buna abilitate
discriminativa dintre toti parametrii masurati cu o valoare a AUROC 0.92 (95% CI: 0.87—
0.95). Astfel, modelul are valoare predictivd excelentd. RDW% a avut o putere
discriminativa foarte buna cu o valoare a ariei de sub curba de 0.87 (95% CI: 0.82-0.91, p <
0.001).
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Similar cu sepsisul bacterian, o valoare mai crescutd a procalcitoninei este asociata cu

scoruri SOFA mai mari (coeficientul Spearman rho = 0.58 (95% CI: 0.46-0.68), p < 0.001)

la pacientii cu sepsis viral.

Tabelul V.1. Analiza discriminativa a parametrilor hematologici si a procalcitoninei

AUROC Index Cut—off Sh% Sp% +LR -LR
95% ClI Youden 959% ClI 95% CI 959% ClI 959% ClI 95% CI
95% CI

PCT 0.92 0.71 >1.49 76.6% 94.2 13.22 0.25
(p<0.001) 0.87-0.95 0.61-0.77 1.28-1.9 68.2-83.7 88.9-975 6.7-21.1 0.18-0.35
RDW% 0.87 0.66 >14.8 80.7% 85.5% 5.56 0.23
(p<0.001) 0.82-0.91 0.57-0.75 14.6-15.2 72.6-87.2 785909 3.68-8.42 0.16-0.33
Leucocite 0.78 0.5 >16 64.5% 85.5% 4.45 0.41
(p<0.001) 0.72-0.83 0.4-0.58 144-17.3 55.4-72.9 785909 291-6.81 0.32-0.53
Monocite 0.77 0.44 >0.69 63.2% 81.2% 3.35 0.45
(p<0.001) 0.71-0.82 0.32-0.52 0.55-0.9 53.6-72 73.6-87.3 2.31-4.87 0.35-0.58
Neutrofile 0.76 0.49 >14.1 64.5% 84.1% 4.05 0.42
(p<0.001) 0.7-0.82 0.37-057 109-149 554729 76.9-89.7 2.7-6.07 0.33-0.54
Eozinofile 0.72 0.43 >0.001 66.1% 76.8% 2.85 0.44
(p<0.001) 0.6-0.7 0.32-0.54 0.00-0.001 57.1-74.4 68.9-83.6 2.1-4 0.34-0.57
PLR 0.71 0.35 <259 65.3% 69.6% 2.15 0.5
(p<0.001) 0.64-0.76 0.23-0.43 226-392 56.3-73.6 61.2-77.1 1.62-2.85 0.38-0.65
MLR 0.69 0.34 >0.73 61% 72.9% 2.25 0.54
(p<0.001) 0.61-0.75 0.19-0.4 0.59-1.17 51.8-69.6 64.3-80.3 1.64-3.08 0.42-0.68
Bazofile 0.68 0.27 >0.01 67.7% 59.4% 1.67 0.54
(p<0.001) 0.6-0.72 0.17-0.39 0.001-0.02 58.8-75.9 50.7-67.7 1.32-2.11 0.41-0.73
Trombocite 0.67 0.28 <189 51.6% 76.8% 2.23 0.63
(p<0.001) 0.6-0.73 0.16-0.36 169-281 42.5-60.7 68.9-83.6 1.57-3.15 0.51-0.77
Limfocite 0.6 0.21 >0.85 58.1% 63% 1.57 0.67
(p=0.005) 053-0.7 0.09-03 0.33-1.04 489669 544711 1.21-2.05 0.52-0.85
NLR 0.59 0.18 >27.24 25% 93.5% 3.83 0.8
(p=0.01) 0.52-0.66 0.09-0.25 245-38.4 17.7-33.6 88-97 1.9-7.73 0.72-0.9
iGr 0.58 0.17 >0.14 50.8% 66% 1.49 0.75
(p=0.023) 0.52-0.67 0.08-0.24 0.01-041 41.7-599 574-73.8 1.12-1.99 0.6-0.93
Sl 0.54
(p<0.32) 0.46-0.6 - - - - - }
dNLR 0.52
(p<0.59) 0.47-0.58 - - - - -

AUROC = aria de sub curba ROC, 95% CI = interval de confidentd 95%, Sb% = sensibilitate, Sp% =
specificitate, +LR = positive likelihood ratio/raportul pozitiv de probabilitate, —-LR = negative likelihood
ratio/raportul negativ de probabilitate, RDW% = largimea distributiei eritrocitare, NLR = raportul neutrofile-
limfocite, dNLR = raportul neutrofile-limfocite derivat, MLR = raportul monocite-limfocite, PLR = raportul
trombocite-limfocite, iGr = granulocite imature, SIl = index inflamator sistemic
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6. Concluzii si contributii originale si inovative ale tezei

6.1. Concluzii

Tn studiul I ,,Modificarile dinamice ale indicilor hematologici derivati sunt factori
independenti de prognostic pentru necesarul de ventilatie mecanica invaziva si deces la
pacientii critici cu COVID-19” am prezentat rezultate importante privind puterea predictiva
pentru necesarul de ventilatie mecanica invaziva si deces a indicilor hematologici derivati.
Aceste rezultate sustin ipoteza unui rol cheie al celulelor hematologice in progresia COVID-
19 catre forme critice si deces. Caracterul original al acestui studiu este sustinut si de
metodologia prin care am reusit sa identific valori cut-off pentru masuratorile dinamice ale
acestor parametri si sa stabilesc puterea predictiva independenta prin analiza multivariata cu
factorii de confuzie. Astfel, consider ca rezultatele pe care le-am raportat au sustinut ipoteza
de lucru, iar obiectivele propuse la momentul initierii acestui studiu au fost indeplinite.

In studiul 11 ,,Dezvoltarea si validarea internd a unui model de prognostic care prezice
mortalitatea din orice cauza la ziua 28 la pacientii critici cu COVID-19 — scorul COVID-
SOFA” am raportat rezultate privind construirea unui nou scor pentru predictia decesului la
pacientii cu sepsis viral secundar COVID-19 admisi in terapie intensiva. In cohorta studiata,
scorul SOFA a avut putere predictiva modesta pentru decesul de orice cauza la ziua 28 dupa
admisia in terapie intensiva, confirmand una dintre ipotezele de lucru. Varsta si valorile NLR
si ale scorului SOFA la admisia in terapie intensiva au fost factorii independent asociati cu
mortalitatea de orice cauza la ziua 28 in urma analizei multivariate. Scorul COVID-SOFA a
fost superior scorului SOFA, cu putere discriminativd semnificativ mai mare si eroare de
predictie imbunatatita. Mai mult, acuratetea acestui scor a crescut semnificativ atunci cand
a fost utilizat intr-o maniera repetitvd si dinamicd, confirmand ipotezele de lucru la
momentul initierii studiului, precum si unele dintre cele enuntate in Studiul I.

Studiul III ,,Parametrii hematologici si procalcitonina ca discriminanti intre sepsisul
viral secundar COVID-19 si sepsisul bacterian secundar pneumoniei bacteriene” a
obiectivat particularitatile hematologice si imunologice ale raspunsului la infectie in doud
tipuri distincte de sepsis. Rezultatele raportate in acest studiu au fost partial in acord cu
ipotezele de lucru stabilite. Procalcitonina a avut cea mai buna abilitate discriminativa intre
sepsisul bacterian si cel viral, cu sensibilitate si specificitate crescute. [poteza conform careia
0 valoare a procalcitoninei >0.5 ng/mL diferentiaza intre sepsisul bacterian secundar

pnuemoniei bacteriene si sepsisul viral secundar COVID-19 a fost infirmata de rezultatele

22



pe care le-am obtinut. In ambele tipuri de sepsis valoarea procalcitoninei a fost pozitiv

corelatd cu severitatea bolii, Insd corelatia a fost mai puternica Intre procalcitonind si sepsisul

viral. Acest rezultat poate explica partial valoarea cut-off >1.49 ng/mL pentru diferentierea

sepsisului bacterian de cel viral. Dupa procalcitonina, largimea distributiei eritrocitare

(RDW%) a fost parametrul hematologic cu cea mai buna capacitate discriminativa, valorile

>14.8% avand o acuratete ridicata pentru diagnosticul sepsisului bacterian.

6.2. Contributii originale si inovative ale tezei

Raportul neutrofile-limfocite este indicele hematologic cu cea mai buna putere
predictiva pentru necesarul de ventilatie mecanica invaziva si deces

O valoare a ANLR >2 si a NLR > 11 la 48 ore de la admisia in terapie intensiva este
un predictor independent pentru necesarul de ventilatie mecanica invaziva, respectiv
deces (din cunostintele mele, la momentul disemindrii rezultatelor a fost primul
studiu care a raportat puterea predictiva a dinamicii NLR pentru cele doua
evenimente, Articolul 1 [26])

Scorul COVID-SOFA are putere predictiva superioara sccorului SOFA pentru
decesul de orice cauza la ziua 28 a pacientilor critici cu COVID-19

Scorul COVID-SOFA a imbunatatit eroarea de predictie cu pana la 16%

Puterea predictivd a scorului COVID-SOFA creste semnificativ in masuratorile
repetate la 48 ore si 151 mentine superioritatea fatd de scorul SOFA

Aplicarea scorului COVID-SOFA pentru mortalitatea de orice cauza la ziua 60 are
reproductibilitate foarte bund si isi mentine acuratetea superioard fatd de scorul
SOFA

O valoare a procalcitoninei >1.49 ng/mL are putere discriminativa excelenta intre
sepsisul bacterian secundar pneumoniei bacteriene si sepsisului viral secundar
COVID-19 (din cunostintele mele, la momentul disemindrii rezultatelor, acesta a fost
primul studiu care a raportat aceasta valoare cut-off a procalcitoninei pentru
diferentierea celor doua tipuri de sepsis, Articolul 3 [25])

O valoare a RDW >14.8% are putere discriminativd foarte bund intre sepsisul
bacterian secundar pneumoniei bacteriene si sepsisului viral secundar COVID-19
(din cunostintele mele, la momentul disemindrii rezultatelor, acesta a fost primul
studiu care a raportat aceasta valoare cut-off a RDW% pentru diferentierea celor

doua tipuri de sepsis, Articolul 3 [25])
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