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ABSTRACT
Questo studio si & svolto presso il laboratorio analisi dell’ Ospedale SS. Antonio e Biagio e

Cesare Arrigo” di Alessandria (AL) nel periodo marzo-giugno 2020. Trattasi di uno studio di
tipo osservazionale, prospettico e monocentrico effettuato su una coorte di pazienti con
diagnosi di ARDS secondaria ad infezione da SARS-CoV2ricoverati nella prima ondata della

pandemia presso il reparto di Terapia sub-Intensiva dell’Ospedale di Alessandria.

OBIETTIVO
Lo scopo di questo studio & stato di valutare le concentrazioni plasmatiche del

biomarcatore pro-Adrenomedullina medio regionale (MR-proADM) al momento
dell'accesso del paziente in Pronto Soccorso e successivamente dopo 1, 3 e 5 giorni dal
ricovero, per verificare il suo valore prognostico in termini di mortalita a breve termine. I
secondo obiettivo dello studio € stato di confrontare tale biomarcatore con altri di uso
comune, come la PCR e la Procalcitonina, per valutare I'efficacia della MR-proADM nella

stratificazione del rischio in questi pazienti.

METODOLOGIA
| campioni utilizzati in questo studio sono stati prelevati in una provetta contenente

I'anticoagulante EDTA e le misurazioni sono state effettuate tramite uno strumento

completamente automatizzato: il Kryptor Compact Plus.

RISULTATI
Tra i vari biomarkers dosati solo le concentrazioni di MR-proADM e LDH sono risultate

significativamente piu elevati nei pazienti deceduti rispetto ai pazienti sopravvissuti, mentre
nessuna differenza statisticamente significativa € stata osservata per le concentrazioni di
PCR e PCT. Livelli crescenti di MR-proADM tra il secondo e il quinto giorno di ammissione nel
reparto di terapia intensiva, rappresentano la chiave per la determinazione del rischio di

mortalitd.

CONCLUSIONI
Mr-proADM ¢ risultato un biomarcatore piu efficace di altri di uso comune (PCR, WBC,

Procalcitonina) nell'identificare precocemente i pazienti Covid-19 con prognosi infausta.
Questo studio ha permesso ai clinici di inserire in routine, quindi nella normale gestione del
paziente, gid dalla seconda ondata dell’epidemia, il dosaggio di questo biomarcatore,
utile nella stratificazione di tali pazienti e nel predire un pit 0 meno elevato rischio di

mortalita.
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ABSTRACT
This study was performed at the analytical laboratory of the Hospital SS. Antonio e Biagio e

Cesare Arrigo" Hospital in Alessandria (AL) in the period March-June 2020. This is an
observational, prospective, single-center study carried out on a cohort of patients
diagnosed with ARDS secondary to SARS-CoV?2 infection admitted in the first wave of the

pandemic at the Sub-Intensive Care Unit of the Hospital of Alessandria.

OBJECTIVE
The aim of this study was to assess plasma concentrations of the regional mean pro-

adrenomedullin biomarker (MR-proADM) at the time of patient access to the Emergency
Department and subsequently 1, 3 and 5 days after admission, to verify its prognostic value
in terms of short-term mortality. The second objective of the study was to compare this
biomarker with other commonly used biomarkers such as PCR and Procalcitonin, to

evaluate the effectiveness of MR-proADM in risk stratification in these patients.

METHODOLOGY
Samples used in this study were collected in a tube containing the anticoagulant EDTA, and

measurements were performed using a fully automated instrument: the Kryptor Compact

Plus.

RESULTS
Among the various Biomarkers assayed only MR-proADM and LDH concentrations were

significantly higher in deceased patients than in surviving patients while no statistically
significant difference was observed for PCR PCT concentrations. Increasing levels of MR-
proADM between the second and fifth day of admission to the intensive care unit represent

the key to determining mortality risk.

CONCLUSIONS
Mr-proADM was found to be a more effective biomarker than other commonly used

biomarkers (PCR, WBC, Procalcitonin) in identifying Covid-19 patients with poor prognosis at
an early stage. This study allowed clinicians to routinely include the assay of this biomarker,
useful in the stratification of these patients and in predicting a higher or lower risk of

mortality, in the second wave of the epidemic.
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INTRODUZIONE
Il 31 dicembre 2019 nella cittd di Wuhan nella Repubblica popolare cinese, € stato segnalato un

cluster di casi di polmonite non identificata le cui caratteristiche cliniche erano simili ad una
polmonite virale. In sequito ad analisi di campion respiratori, il 9 gennaio 2020 gli esperti del PRC
Centers for Desease Control hanno riferito I'identificazione di un nuovo coronavirus, successivamente
denominato coronavirus Desease 2019 (COVID-19) dall’Organizzazione Mondiale della Sanita (Wu Z,
2020). Il gruppo di studio sul coronavirus del comitato internazionale ha in seguito classificato il virus
conilnome di “SARS-CoV-2", acronimo dall'inglese Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2. L'iniziale sottostima dell’epidemia locale, e forse anche una certa sottovalutazione, ha favorito la
rapida diffusione del virus, dapprima in Cina e successivamente in tutto il resto del mondo, al punto
di esortare I'Organizzazione Mondiale dalla Sanitd (OMS) a dichiarare la natura pandemica di
questa malattia infettiva, nota oggi con il termine di COVID-19 (Zhu N, 2020). Il 30 gennaio 2020, ai
sensi dell’articolo 12 del Regolamento sanitario internazionale, I'OMS ha dichiarato ufficialmente
I'epidemia da Coronavirus in Cina un'emergenza di sanitd pubblica per poi progredire la minaccia
su scala mondiale in data 28 febbraio 2020. Si &€ dunque assistito ad una trasmissione eccessivamente
rapida e minacciosa, tanto da portare il direttore generale dell’OMS Tedros Adhanom Ghebreyesus,
nella conferenza stampa dell’11 marzo 2020, ad attestare quella da Covid-19 una vera e propria
“pandemia” allarmando tuttii Paesi al fine di adottare le giuste misure precauzionali e stringenti per
riuscire a controllarla e prevenirla. La pandemia € la diffusione di una malattia in piu continenti o
comungue in vaste aree del mondo. L'OMS definisce cinque fasi della pandemia, in ordine: la fase
inter-pandemica, la fase di allerta, la fase pandemica ed infine la fase di transizione prima diritornare
alla fase inter-pandemica. Il presente studio ha valutato I'efficacia prognostica di un nuovo
biomarcatore, in grado quindi di predire il futuro di un evento morboso, le ricadute e le diverse
complicanze associate. Nel nostro studio sono stati arruolati 21 pazienti, fengo a precisare il numero
esiguo € dovuto al fatto che lo studio era inizialmente improntato sulla valutazione del biomarcatore
nella sepsi, in quanto il valore della pro-ADM aumentava nei processi infiammatori sistemici.
Abbiamo dunqgue pensato che la MR-proADM potesse essere utile per il suo valore prognostico in
questa nuova patologia, la SARS-CoV2 ed in effetti, abbiamo rilevato che in questi casi il marker pud
essere di grande supporto ai clinici, fantfo che attualmente viene usato in routine nel frattamento dei
pazienti COVID che accedono al pronto soccorso dell’ospedale, in quanto utile al clinico per

prevedere la stratificazione e I'evoluzione della sinftomatologia.
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FISIOPATOLOGIA COVID-19
| coronavirus sono un'ampia famiglia di virus respiratori a RNA a singolo filamento positivo avvolto.

Questi virus possono attraversare le barriere delle specie, causando nell'uomo malattie che vanno
dal comune raffreddore a sindromi respiratorie piU dannose. | coronavirus vengono cosi chiamati
per le punte a forma di corona presenti sulla loro superficie. La malattia da coronavirus € causata
da SARS-CoV-2 che rappresenta I'agente eziologico di una malattia potenzialmente fatale, di
grande impatto sulla salute pubblica. Sars-CoV-2 € quindi un virus a RNA il cui particolare tropismo
per il fratto respiratorio, in particolare per le cellule epiteliali delle basse vie respiratorie, lo rende
responsabile di quadri di polmonite interstiziali causati da febbre alta, dispnea e sinftomi respiratori
(Chen G, 2020). Si viene dunque a configurare il cosidetto quadro clinico ARDS, che pud causare la

morte del paziente (ARDS Definition Task Force, 2012).

PRO-ADM
L'ADM & un ormone di natura peptidica costituito da 52 amminoacidi originariamente isolato nel

1993 da estratti di feocromocitoma umano (Kitamura K. et al., 1993). Il suo precursore, chiamato pre-
proadrenomedullina, ha una lunghezza di 185 aa ed ha un ruolo antiinfiammatorio ed antimicrobico
(Gonzalez-Rey E. et al., 2006). La misurazione affidabile di ADM non & adatta alla valutazione clinica
diroutine a causa della sua emivita brevissima, circa 22 minuti.

Al contrario, il frammento medio regionale di pro-adrenomedullina (MR-proADM) & stato identificato
come marcatore stabile ed affidabile. E un parametro diagnostico in grado di determinare con
maggiore accuratezza lo stato ed il rischio nei pazienti affetti da condizioni morbose (Christ-Crain M
M. N., 2005). L'utilizzo di questo biomarker permette ai clinici di identificare i pazienti con piu alto
rischio di complicanze al momento del ricovero o durante la degenza nel reparto di emergenza,
cosi da poter fronteggiare nel piu breve tempo possibile questa problematica e risolverla con la
somministrazione di un frattamento piu efficace (Travaglino F, 2012). Mr-proADM ¢ pertanto un
biomarker che fornisce informazioni sulla prognosi a breve, medio e lungo termine fornendo un
supporto nel triage e nella valutazione del rischio multidisciplinare di pazienti presenti nel reparto di

emergenza e nel reparto di terapia intensiva (Panigada M. et al., 2020).
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MATERIALI E METODI
Ai pazienti oggetto di studio, al momento dell’arrivo al pronto soccorso, € stato eseguito il tampone

oro-faringeo e successivamente la diagnosi da SARS-CoV 2 & stata confermata dal riscontro di RNA
virale su tamponi nasali identificati mediante reazione a catena della polimerasi (RT-PCR). Al
momento del ricovero sono stati valutati diversi esami ematochimici quali Mr-proADM, Creatining,
Lattato Deidrogenasi, proteina C reattiva e PCT (parametro estremamente importante in casi di
infezioni batteriche). La PCT viene richiesta in gran numero di pazienti per assicurarsi di non
softovalutare o dinonriuscire a identificare un'infezione batterica che si sta sovrapponendo a quella
da COVID portando, ovviamente, ulteriori complicanze. Ci siamo concentrati quindi, sulla
valutazione della Mr-proADM. Il dosaggio di MR-proADM richiede un campione di plasma (Engvall
E. et al.,, 1971). | campioni utilizzati in questo studio sono stati prelevati in una provetta con tappo
viola contenente |'anticoagulante EDTA. La provetta é stata centrifugata a 3500 rpm per 10" minuti.
Le misure dell’MR-proADM sono state determinate dal Kryptor Compact Plus, metodo automatizzato
che utilizza una tecnica in immunofluorescenza. Lo stfrumento ufilizzato in questo studio presenta
un’eccellente precisione, il dosaggio avviene in fase omogenea senza step di lavaggio, i tempi di
incubazione sono molto brevi. Lo strumento effettua una diluizione infelligente, quindi immediato
riconoscimento dei campioni fuori range e framite la modalita STAT si ha I'immediata andalisi dei
campioni urgenti. Il dosaggio richiede 26 ul di campione ed utilizza un’incubazione a 29 minuti. |
risultati vengono espressi in nmol/L. Il principio fondamentale di questa tecnica immunochimica e

I'intferazione antfigene-anticorpo e il legame tra i due crea I'immunocomplesso.
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RISULTATI
| parametri ematochimici dosati nello studio sono stati eseguiti all'ingresso in Reparto (T0) dopo 24

ore (T1) e al terzo e quinto giorno di ricovero (T3 e T5) rispettivamente. Dunque, uno degli obiettivi
del seguente studio € descrivere le variazioni di concentrazioni plasmatiche di MR-proADM durante
la fase acuta dell'infezione da Sars-CoV 2 e la loro eventuale correlazione con la mortalitd a breve
termine, intesa come mortalitd a 30 giorni dal ricovero ospedaliero. Dall’elaborazione statistica si
evincono i seguenti risultati. Nei due areogrammi ritroviomo la rappresentazione dei pazienti presiin
esame. Nel primo notiamo che il 71,4% dei pazienti € di genere maschile mentre il 28,60% dei pazienti
e di genere femminile. Nel secondo aerogramma vi € la rappresentazione della storia del fumo dei

pazienti presi in esame per lo studio.

Sesso Storia del fumo
28,60
4,80 14,30
71,40
80,90
B FUMATORI ATTIVI
H EX FUMATORI
B FEMMINA m® MASCHIO = MAI FUMATORE
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L'istogramma ci mostra la rappresentazione grafica dei pazienti con o senza comorbidita. Dal
boxplot raffigurato osserviamo i valori mediani di MR-proADM a T0, T1, T3, T5. Questi valori sono stati

2,28, 2,41,1,96 e 1,89 nmol/L rispettivamente. Inoltre, osserviamo alcuni outlier palesemente errati.
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Tra i vari Biomarkers dosati solo le concenfrazioni di MR-proADM e LDH sono risultate
significativamente piu elevati nei pazienti deceduti rispetto ai pazienti sopravvissuti mentre nessuna
differenza statisticamente significativa e stata osservata per le concentrazioni di PCR e PCT. Gliscore
clinici APCHE Il, SOFA e SAPSII erano piU elevati nei pazienti deceduti rispetto ai pazienti sopravvissuti
con una differenza statisticamente significativa. Come evidente, la sopravvivenza a 30 giorni &
risultata peggiore nei pazienti con valori di MR-proADM al di sopra della mediana. Per quanto
riguarda la capacitd degli score clinici e di MR-proADM di classificare correttamente la mortalitd
complessiva, I'AUC é risultata pari a 0.91 per APACHE II, 0.70 per SOFA e 0.78 per SAPS Il e 0.81 per
MR-proADM. L'ultima colonna ci mostra il p-value, un valore che ci dice quanto & affidabile una
misura, piu € vicina allo 0, piuv il test & affidabile. Considerando Covid-19 come polmonite grave e
stata suggerita la scelta di un cut-off di 1,8 nmol/l suggerito da importanti studi sulla polmonite (Christ-
Crain M M. N.-a., 2006) (Renaud B et al., 2012). | valori di Cut-off aiutano a classificare meglio i
pazienti in fre categorie di rischio definite, che possono oftimizzare le decisioni al momento
dell’accesso in Pronto Soccorso o durante il ricovero nel reparto di urgenza, nonché supportare le
dimissioni anficipate di pazienti a basso rischio. Un rischio elevato si ha con valori di MR-proADM
superiori a 1,5 nmol/l con conseguente ricovero immediato in terapia intensiva; il rischio infermedio
lo si ha con un valore di MR-proADM compreso tra 0,75 nmol/L e 1,5 nmol/l con conseguente
ospedalizzazione a breve termine e in reparti a bassa intensitd di cura ed infine il basso rischio lo si

ha con una MR-proADM inferiore a 0,75 nmol/I.

> 1,5 nmol/L

< 1,5nmol/L

<0,75 nmol/L

Livelli crescenti di MR-proADM tra il secondo e il quinto giorno di ammissione nel reparto di terapia
intensiva, rappresentano la chiave per la determinazione del rischio di mortalitd. Oltre ad essere |l

biomarcatore piU affidabile nella valutazione del rischio di mortalitd dei pazienti ricoverati in terapia

1



intensiva, la MR-proADM & stata anche utilizzata con successo per la diagnosi della disfunzione
d’organo causata da infezioni. Infatti, i livelli di MR-proADM sono indipendenti dal tipo di germe che
causa I'infezione, ma sono diretffamente correlati all'intensita ed alla severita dell’infezione stessa.
Abbiamo osservato che un valore di MR-proADM inferiore a 0,88 nmol / L pud consentire di
"escludere" la mortalitd nei 28 giorni successivi al ricovero in terapia intensiva. Questo cut-off pud
essere particolarmente ufile per guidare le prime decisioni cliniche, quando i segni clinici di
un'evidente insufficienza d'organo non sono ancora evidenti. Questi dati sono stati ufili per
confermare il cut off di 1,8 nmol/L proposto dall’azienda Thermofisher nel data sheet del reagente,
come valore discriminante tra pazienti a rischio medio/elevato e pazienti a basso rischio e pertanto

a bassa complessitd.

ETA' 67.6 68.0 76.0 73.9 0.244
SAPS I 27.8 28.0 36.0 40.0 0.015
APACHE I 9.7 10.0 14.0 18.0 <0.001
SOFA 2.6 2.0 4.0 4.8 0.004
CRP T0 (mg/dI) 11.8 2.0 12.2 12.0 0.622
MR-proADM T0 1.1 0.8 2.3 3.5 0.006
PCT 10 (ng/dlI) 0.2 0.1 0.4 1.5 0.188
LINFOCITI (x1000/mcl) 995 9230 1.9 1.6 0.888
PTL (x1000/mcl) 351 306 545 262 0.139
CREATININA (mg/dl) 0.9 0.9 1.3 1.5 0.105
LDH (U/1) 705.5 684.0 1045.0 | 956.4 0.024
FERRITINA (ng/ml) 1430.9 1280.8 2635.0 |1973.9 0.425
TROPONINA (ng/1) 47.6 31.0 143.0 |180.0 0.567
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CONCLUSIONI
In conclusione, possiamo affermare che Mr-proADM é risultato un biomarcatore piu efficace di altri

di uso comune (PCR, WBC, Procalcitonina) nell’identificare precocemente i pazienti COVID-19 che
richiedono un ricovero urgente in terapia intensiva, nonché facilitare la successiva gestione clinica
di questi pazienti. Dato che molti aspetti della malattia indotta da COVID-19 non sono ancora chiari,
riteniamo che siano necessari ulteriori studi per spiegare meglio i meccanismi coinvolti nell’aumento
di MR-proADM nei pazienti con SARS-CoV-2. Allo stato attuale delle nostre conoscenze, questo
rappresenta il primo studio clinico nel quale sono stati valutati i livelli circolanti di questo
biomarcatore in pazienti con ARDS secondaria ad infezione da SARS-CoV-2 ricoverati in un reparto
di Terapia Sub-Intensiva. MR-proADM rappresenta un biomarcatore laboratoristico utile come indice
predittivo di severitd della patologia e come fattore prognostico di mortalitd a breve termine.
Considerati i limiti del nostro lavoro, ulteriori studi clinici sono necessari per confermare e validare la
nostra ipotesi. Questo studio ha permesso ai clinici di inserire in routine, quindi nella normale gestione
del paziente, gid dalla seconda ondata dell’epidemiaq, il dosaggio di questo biomarcatore, utile

nella stratificazione di tali pazienti e nel predire un piU 0 meno elevato rischio di mortalitd.

PIEMONTE
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