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DESCRIPCION

Diagndstico y prediccion precoces basados en la deteccién de IL-6 del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
y sepsis en pacientes asintomaticos

A pesar de los avances de la medicina moderna, el SRIS y la sepsis representan un sindrome comun y devastador
de frecuencia creciente en todo el mundo. Es una de las causas mas frecuentes de muerte entre pacientes bajo
cuidados intensivos.

Las evaluaciones epidemiolégicas han encontrado que varias condiciones pueden describirse como en riesgo de
desarrollo de sepsis y sepsis grave. Los factores de riesgo descritos son género (hombre), raza (negra), etnicidad
(hispana), edad avanzada y las comorbilidades siguientes: diabetes mellitus, neoplasias, alcoholismo, infeccién por
VIH, tratamiento con agentes inmunosupresores (Hodgin K.E., Moss M., The epidmeiology of Sepsis, Current
Pharm. Design 14:1833-1839, 2008). Ademas, un suceso real, por ejemplo cirugia mayor, traumatismos o
quemaduras que resultan en heridas en grandes superficies representan un riesgo adicional. El SRIS sin infeccion
puede producirse en sucesos tales como la pancreatitis, el choque, la isquemia y los politraumatismos.

Desde el 1991, el American College of Chest Physicians (ACCP) y la Society of Critical Care Medicine (SCCM) ha
proporcionado un marcado conceptual y practico para definir la respuesta inflamatoria sistémica a la infeccion
(American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference: definitions for
sepsis and organ failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis, Crit. Care Med. 20(6):864-74,
junio de 1992). Anteriormente se utilizaban intercambiablemente diversas terminologias, causando mucha confusion.
La contribucion principal de la conferencia fue el desarrollo de definiciones uniformes para los diversos estadios de
la sepsis que pudiesen aplicarse universal e uniformemente a los pacientes que sufren de estos trastornos.

En el momento en que aparecen los signos clinicos, ya se ha iniciado el desarrollo y agravamiento del SRIS.

IL-6 pertenece a una familia de citoquinas gp 130. Todos los miembros de la familia comparten una estructura
proteica de 4 hélices y ejercen su sefalizacién mediante un complejo de receptores que contiene por lo menos una
subunidad de la glucoproteina receptora transductora de sefnales gp130. IL-6 se une al receptor de IL-6 (IL-6R) en
primer lugar y este complejo IL-6/IL-6R se une a gp130, conduciendo a una homodimerizacion y posterior activacion
de la ruta de transduccién de sefiales de Jak/Stat y Ras/Map/Akt (Taga T., Kishimoto T. Gp130 and the Interleukin-6
Family of Cytokines, Annu. Rev. Immunol. 15:797-819, 1997; Drucker C., Gewiese J., Malchow S., Scheller J., Rose-
John S., Impact of Interleukin-6 Classic- and Trans-signaling on Liver Damage and Regeneration, J. Autimm., 2009,
en prensa). Se han descrito dos rutas de sefializacion diferentes, una en la que IL-6 se une al receptor de IL-6 unido
a membrana que conduce a la dimerizacion y activacion de la proteina transductora de sefiales gp13. Esta ruta se
encuentra restringida a las células que expresan el receptor de IL-6 sobre su superficie, lo que sélo se produce en
algunas poblaciones celulares. Sin embargo, existe una ruta alternativa en la que IL-6 se une a un IL-6R soluble
natural (IL-6R_s) y este complejo IL-6/IL-6R_s activa gp130. De esta manera, las células sin el receptor de IL-6
unido a membrana pueden responder a IL-6. Esta segunda ruta denominada de sefializacién trans también afecta a
células que expresan receptores de IL-6 unidas a membrana, por ejemplo hepatocitos. En este contexto, la
activacion de la sefalizacion trans de IL-6 puede incrementar los efectos de estimulacién de IL-6. En 1988 se
propuso denominar la citoquina IL-6, ya que algunos estudios adicionales demostraron que la proteina muestra
actividades no solo sobre las células B sino también sobre las células T, las células madre hematopoyéticas,
hepatocitos y células cerebrales (Kishimoto T., Hirano T., A New Interleukin with Pleiotropic Activities, BioEssays
9(1):11-15, julio de 1988).

Ya en 1989 se habia informado de que los liquidos corporales de pacientes con infeccion aguda local y el suero de
los pacientes con bacteremia Gram-negativa y Gram-positiva contenia niveles elevados de IL-6 biolégicamente
activa. Se considerd que la presencia de IL-6 en el suero durante la infeccion aguda sugeria que esta citoquina
probablemente participaba en una cascada de sucesos locales y sistémicos que ayudaban a limitar el dafio a los
tejidos (Helfgott D.C., Tatter S.B., Santhanam U., Clarick R.H., Bhardwaj N., May L.T., Sehgal P.B., Multiple Forms of
IFN-B2/IL-6 in Serum and Body Fluids during Acute Bacterial Infection, J. Immunology 142:948-953, 1989).

Las mediciones secuenciales de IL-6 en suero o plasma de pacientes ingresados en la UCI (unidad de cuidados
intensivos) que ya presentaban signos clinicos de sepsis demostraron ser Utiles en la evaluacion de la gravedad del
SRIS (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica), la sepsis y el choque séptico y en la prediccion del resultado
clinicos de estos pacientes (Pinsky M.R., Vincent J.L., Alegre M., Dupont E., Serum Cytokine Levels in Human
Septic Shock. Relation to Multiple Organ Failure and Mortality, Chest 103:565-575, 1993; Oda S., Hirasawa H., Shiga
H., Nakanishi K., Matsuda K., Nakamura M., Sequential measurements of IL-6 blood levels in patients with
SIRS/sepsis, Cytokine 29:169-175, 2005; Marti L., Cervera C., Filella X., Martin J.L., Almela M., Moreno A., Cytokine-
release patterns in elderly patients with systemic inflammatory response syndrome, Gerontology 53(5):239-44, 2007).

Mokart et al. (British Journal of Surgery 89:1450-1456, 2002) dan a conocer la determinacion de IL-6 en muestras
obtenidas antes de la cirugia y 1, 2, 3, 4 o 5 dias después de la cirugia.
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Mokart D. et al. (Br. J. Anaesth. 94(6):767-7, junio de 2005) dan a conocer que, basandose en la deteccion de PCT e
IL-6 en pacientes sometidos a cirugia para el cancer, en la que se muestrea IL-6 durante la mafiana previa a la
cirugia ademas de la mafiana después de la cirugia, es decir, un intervalo de tiempo superior a por lo menos 20 h.
Basandose en las mediciones de PCT e IL-6 se predice la sepsis en pacientes que manifiestan SRIS y 1 dia
después de la cirugia, es decir, los niveles de IL-6 no permiten diagnosticar o predecir el riesgo de sufrir SRIS o
sepsis en pacientes que no manifiestan sintomas de SRIS el dia 1 después de la cirugia.

Mokart D. et al. (World J. Surgery 33:558-566, 2009) dan a conocer un método de identificacién de pacientes en
riesgo de desarrollar sepsis basado en IL-6 y PCT con una muestra de sangre recogida una vez al dia.

En resumen, ninguna de las publicaciones anteriormente indicadas permite un diagnostico de SRIS y sepsis, o la
prediccion del riesgo de sufrir o desarrollar SRIS y sepsis, antes de la aparicion de signos y sintomas clinicos
generalmente reconocidos de SRIS y sepsis, es decir, en un paciente asintomatico. En consecuencia, existe una
necesidad de un método diagndstico y un método de seguimiento del tratamiento que permitan una deteccion
sensible y precoz de SRIS o sepsis y para predecir el riesgo de sufrir o desarrollar SRIS y sepsis antes de la
aparicion de los signos y sintomas clinicos de SRIS.

De acuerdo con lo anterior, uno de los objetivos subyacentes a la presente invencidn se encuentra en la provision de
un método que resuelva por lo menos una de las desventajas de los enfoques anteriormente conocidos para la
prediccion de SRIS y sepsis.

El problema se resuelve mediante el objeto de las reivindicaciones 1 a 7.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencion se refiere a un método para la deteccion o
diagndstico del riesgo de desarrollar un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o sepsis en un paciente
humano asintomatico tras un tratamiento invasivo, comprendiendo dicho método las etapas de:
a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma, que presenta una identidad de secuencia respecto a
la molécula de la IL-6 humana de por lo menos 80% a lo largo de la longitud completa de la IL-6 humana en una
muestra de sangre, plasma o suero aislada de un paciente después de dicho tratamiento invasivo,
b) comparar el nivel de IL-6 o de dicha variante de la misma determinada en la etapa a) con un nivel de
referencia, en el que dicho nivel de referencia se calcula multiplicando un nivel de linea base de IL-6 por un factor
de por lo menos 50, en el que dicho nivel de linea base se ha obtenido del paciente antes, durante o en las seis
horas posteriores a dicho tratamiento invasivo, y
c) detectar o diagnosticar el riesgo de desarrollar un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o
sepsis,
en el que las etapas a) y b) se repiten para cada muestra, y en el que dichas muestras en la etapa a) se aisla a
intervalos periddicos durante un periodo de entre 3 y 10 dias, encontrandose comprendidos dichos intervalos entre
15 minutos +/- 20% y 12 horas +/- 20%, y en el que el nivel determinado en la etapa a) superior al nivel de referencia
indica que el paciente humano presenta un riesgo elevado de desarrollar SRIS o sepsis.

Se da a conocer un método para la deteccion o el diagnéstico de un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SRIS) o sepsis, o para la deteccion o el diagnéstico de un riesgo de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis, en un
paciente asintomatico, que comprende las etapas de:

a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma, en una muestra del paciente,

b) comparar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma, determinado en la etapa a), con un nivel de

referencia,

c) detectar o diagnosticar el SRIS, o detectar o diagnosticar un riesgo de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis,

en el que la muestra se aisla por lo menos 2 veces a intervalos cortos y las etapas a) y b) se repiten para cada

muestra.

Se da a conocer ademas un método para detectar el nivel de IL-6 en un paciente asintomatico para la deteccion o el
diagnostico de un riesgo de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis, que comprende las etapas de:
a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma en una muestra del paciente y
b) comparar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma determinada en la etapa a) con un nivel de referencia,
preferentemente basandose en la comparacion se detecta o se diagnostica si el paciente se encuentra en riesgo
de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis,
en el que la muestra se aisla por lo menos 2 veces a intervalos cortos y las etapas a) y b) se repiten para cada
muestra.

Se da a conocer ademas un método para la detecciéon o diagndstico de un riesgo de desarrollar o sufrir SRIS o
sepsis en un paciente asintomatico seleccionado de entre un paciente traumatoldgico, un paciente con quemaduras,
un paciente sometido a un tratamiento invasivo, un paciente sometido a cirugia, que comprende las etapas de:

a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma en una muestra del paciente,

b) comparar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma determinada en la etapa a) con un nivel de referencia,

c) detectar o diagnosticar SRIS, o detectar o diagnosticar un riesgo de desarrollar o sufrir SRIS,
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en el que se aisla una muestra por lo menos 2 veces a intervalos cortos y se repiten las etapas a) y b) para cada
muestra, preferentemente se aisla por lo menos una muestra tras el ingreso del paciente y se aisla por lo menos
una muestra tras iniciarse o terminarse un tratamiento.

Por ejemplo, en el caso de que el paciente asintomatico se somete a un tratamiento invasivo, se aisla por lo menos
una muestra antes de la intervencién quirlrgica o para obtener un nivel de linea base de IL-6, después se aisla por
lo menos una muestra adicional y se analiza para los niveles de IL-6 a intervalos cortos tras completar el tratamiento
invasivo.

Preferentemente, se utiliza IL-6 o medios para detectar IL-6 con el fin de detectar o diagnosticar el riesgo de
desarrollar o sufrir SRIS o sepsis en un paciente asintomatico, en el que el nivel de IL-6 se determina por lo menos 2
veces a intervalos cortos.

Inesperadamente los presentes inventores observaron que el método de la presente invencién mostraba que las
mediciones consecutivas proximas en el tiempo de IL-6, preferentemente desde antes de un tratamiento, por
ejemplo una terapia asociada a un riesgo significativo de resultar en SRIS o sepsis, tal como una cirugia mayor,
permitia una identificacion clara de los pacientes asintomaticos en riesgo de sufrir o desarrollar SRIS, incluyendo
sepsis, mucho antes de la aparicion de signos clinicos o cambios patolégicos de parametros de laboratorio
convencionalmente utilizados para diagnosticar SRIS/sepsis (ver, por ejemplo, los Ejemplos). Concretamente, la
presente invencion describe por primera vez la cinética de IL-6 en pacientes asintomaticos, en algunos de los cuales
pudo identificarse SRIS en desarrollo. Se aclaré que un gran incremento de la concentracion de IL-6 en comparacion
con el nivel de linea base indicaba un riesgo elevado de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis, mucho antes de
manifestar sintomas o signos clinicos que apoyasen el diagnéstico de SRIS y sepsis. De esta manera, al contrario
de lo anteriormente conocido, en lugar de analizar el nivel absoluto de IL-6 en la muestra, el diagndstico del riesgo
de sufrir o desarrollar SRIS o sepsis se basa esencialmente en la determinacién del incremento del nivel de IL-6
durante el tiempo. Debido a las propiedades de respuesta temprana del método de la presente invencion
previamente a la aparicion de signos y sintomas clinicos de SRIS y sepsis, ahora resulta posible iniciar los
tratamientos apropiados con mayor antelacion, en comparacién con el método anteriormente conocido de
diagnostico de SRIS y sepsis. De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la probabilidad de una terapia exitosa de
SRIS o de prevencion de SRIS o sepsis se incrementa y puede evitarse la muerte de pacientes como resultado del
SRIS o la sepsis.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)" es
generalmente conocida por el experto en la materia. La expresion preferentemente comprende SRIS tal como se
define en las definiciones de consenso de la conferencia ACCP/SCCM (1992/2003) (ver, por ejemplo, American
College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus Conference: definitions for sepsis and
organ failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis, Crit. Care Med. 20(6):864-74, junio de
1992). Preferentemente un paciente se considera que sufre SRIS en el caso de que manifieste por lo menos 2
sintomas de a) a d) a continuacion, preferentemente de a) a e) a continuacion:

a) recuento de gldbulos blancos (RGB) >aproximadamente 12.000/pl o <aproximadamente 4.000/pl,

b) temperaturas corporales>aproximadamente 38°C o <aproximadamente 36°C,

c) tasa cardiaca>aproximadamente 90 latidos/minuto,

d) tasa respiratoria>aproximadamente 20 respiraciones/minuto o una presion parcial de CO, inferior a
aproximadamente 32 mmHg, y

e) mas de 10% de globulos blancos inmaduros entre los glébulos blancos en el recuento.

El recuento de glébulos blancos habitualmente se determina utilizando dispositivos automaticos de recuento.

Los criterios de consenso para el diagnéstico del SRIS en nifios se dan a conocer en Goldstein et al. (Pediatr. Crit.
Care Med. 6(1):2-8, 2005; ver en particular las Tablas 2 y 3). Un paciente pediatrico asintomatico en el sentido de la
presente invencion es un paciente que muestra menos de 2, preferentemente menos de 1 sintoma de entre los
indicados en Goldstein et al. (supra).

El riesgo de sufrir o desarrollar SRIS se diagnostica o se detecta basandose en el nivel de IL-6 detectado en una
muestra de un paciente que es superior al nivel de referencia. En este caso preferentemente no se requiere para el
diagndstico o la deteccién del riesgo de sufrir o desarrollar SRIS o sepsis que el paciente muestre por lo menos dos
de los sintomas de SRIS anteriormente indicados (a) a (e). Preferentemente, el riesgo de sufrir o desarrollar SRIS o
sepsis puede diagnosticarse o detectarse unicamente basandose en un nivel de IL-6 determinado que es superior al
nivel de referencia. Resulta preferente que el valor de referencia se determine multiplicando un nivel de IL-6
determinado previamente (por ejemplo un nivel de linea base de IL-6) en un paciente dado por un factor definido en
otros sitios de la presente memoria (por ejemplo un factor de por lo menos aproximadamente 50, o de por lo menos
aproximadamente 100, o de por lo menos aproximadamente 500 o de por lo menos aproximadamente 1.000).
Cualquier nivel de IL-6 determinado en una muestra aislada del paciente dado después de recoger la muestra o
muestras anteriores (que preferentemente proporcionan el nivel de linea base), y el nivel de IL-6 de las cuales es
superior al nivel de referencia, es indicativo de que el paciente presenta un riesgo elevado de desarrollar o sufrir
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SRIS. La inesperada contribucion de los presentes inventores fue descubrir que, basandose en la determinacién de
IL-6, resulta posible la deteccién y el diagndstico precoces del riesgo de sufrir o desarrollar SRIS, preferentemente
antes de que el paciente manifieste dos 0 mas de los sintomas de SRIS anteriormente indicados (a) a (e).

En el caso de que el pacientes muestre adicionalmente una infeccion diagnosticada, el paciente se considerara en
riesgo de desarrollar o sufrir sepsis.

Tal como se utiliza en la presente memoria, para "sepsis" los criterios diagnosticos indicados para "SRIS"
anteriormente resultan de aplicacion mutatis mutandis; sin embargo, en la sepsis, la infeccidon diagnosticada es el
parametro diagnéstico adicional obligatorio. Los métodos para la deteccion o el diagnéstico de una infeccién son
generalmente conocidos en el campo. Como resultado del método de la presente invencion, el riesgo de desarrollar
sepsis preferentemente puede ahora detectarse o diagnosticarse basandose en sélo dos parametros, es decir, un
nivel de IL-6 superior al nivel de referencia y una infeccion diagnosticada.

Una "infeccion" en el sentido de la presente invencién preferentemente es una infeccion virica, fungica o bacteriana,
preferentemente una infeccion bacteriana asociada a bacterias seleccionadas de entre E. coli, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococos o Pseudomonas aeruginosa. La infeccion puede ser también una
infeccion por un hongo seleccionado de entre Candida albicans, Candida tropicalis o Aspergillus fumigatus.

Una infeccion se diagnostica basandose en ensayos vy criterios generalmente conocidos médicamente.
Preferentemente la infeccion se diagnostica basandose en un cultivo bacteriano, por ejemplo un medio de cultivo
inoculado con una muestra del paciente, o basado en métodos diagndsticos moleculares. Una infeccion fungica
puede determinarse, por ejemplo, mediante ensayos generalmente conocidos, tales como Septifast.

El término "paciente" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a seres humanos, preferentemente
hombres o mujeres, preferentemente nifios prenatales, perinatales, postnatales o neonatales.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "paciente asintomatico" pretende incluir un paciente que no
manifiesta signos y sintomas clinicos generalmente considerados para establecer el diagndstico de SRIS.
Preferentemente el paciente asintomatico manifiesta menos de 2 sintomas, preferentemente menos de 1 sintoma de
entre los siguientes:

a) recuento de globulos blancos (RGB)>aproximadamente 12.000/pl o <aproximadamente 4.000/pl,
b) temperatura corporal>aproximadamente 38°C o <aproximadamente 36°C,
c) tasa cardiaca>aproximadamente 90 latidos/minuto,
d) tasa respiratoria>aproximadamente 20 respiraciones/minuto o una presion parcial de CO, inferior a
aproximadamente 32 mmHg, y
e) mas de 10% de glébulos blancos inmaduros entre los gloébulos blancos en el recuento. Preferentemente, el
paciente asintomatico incluye un paciente seleccionado de entre un paciente traumatoldgico, un paciente con
quemaduras, un paciente sometido a un tratamiento invasivo, un paciente sometido a una intervencion
quirurgica, preferentemente una intervencion quirdrgica seleccionada de entre una intervencién endoscopica o
seleccionado de entre resultados de un escaneo de TC o un escaneo de TC/PET, o un paciente en riesgo de
desarrollar SRIS o sepsis, tal como un paciente que cumple por lo menos uno de los criterios siguientes:
- predisposicion genética de sepsis,
- edad prematura (perinatal, neonatal) o avanzada,
- sexo masculino,
- etnia afroamericana,
- comorbilidades médicas, incluyendo una enfermedad crénica (como la diabetes o la insuficiencia cardiaca
congestiva), disfuncién organica preexistentes (como la cirrosis o la insuficiencia renal), discapacidades fisicas o
mentales,
- intervenciones clinicas anteriores (como cirugia mayor, intubacion endotraqueal, antibioticos), y
- factores sociales, religiosos o culturales,
la totalidad de los criterios anteriormente indicados se describen en mayor detalle en Marshall J.C., "Predisposition to
Sepsis", Anaesthesia, Pain, Intensive Care and Emergency A.P.I.C.E., Springer Verlag, ISBN 88-470-0772-0. Es
generalmente conocido que dichos factores pueden considerarse preferentemente en la puesta en practica del
método de la presente invencion.

Opcionalmente, los pacientes asintomaticos excluyen un paciente en el que se encuentra alterada la metabolizacién
de IL-6, tal como pacientes en los que se encuentra alterada la eliminacion de IL-6 a través del érgano esplénico y
renal (Garibotta et al., Cytokine 37:51-54, 2007).

En el contexto del método de la presente invencion, "interleuquina-6 (IL-6)" preferentemente pretende comprender
IL-6, tal como es conocido de la técnica. Preferentemente IL-6 comprende interferén-2, el factor de crecimiento del
plasmacitoma, el factor estimulante de hepatocitos y el factor estimulante 2 de células B humanas (FEB2). IL-6
preferentemente es una proteina producida a partir de un Unico gen codificante de un producto de 212 aminoacidos,
mas preferentemente el péptido IL-6 de 184 aminoacidos que es cortado en el extremo N-terminal del péptido de
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212 aminoacidos (ver Song M., Kellum J.A., Interleukin-6, Crit. Care Med. 33(supl. 12):463-465, 2005, y la secuencia
del NCBI del precursor de IL-6 de 212 aminoacidos de longitud, nimero de acceso NP_000591). Preferentemente
IL-6 comprende IL-6 libre que no se encuentra unido a su receptor, IL-6R. Ademas, IL-6 puede comprender ademas
IL-6 en el estado del complejo IL-6/IL-6R (ver Taga T., Kishimoto T., Gp130 and the Interleukin-6 Family of
Cytokines, Annu. Rev. Immunol. 15:797-819, 1997; Drucker C., Gewiese J., Malchow S., Scheller J., Rose-John So,
Impact of Interleukin-6 Classic- and Trans-signaling on Liver Damage and Regeneration, J. Autimm, 2009, en
prensa). Preferentemente IL-6 es la proteina IL-6 que puede encontrarse unida o se encuentra unida al anticuerpo
monoclonal anti-IL-6 M-BES8 (tal como se define en la patente n°® EP0430193, es decir un anticuerpo producido por la
linea celular BE-8, o en Klein B. et al., Murine and anti-interleukin-6 monoclonal antibody therapy for a patient with
plasma cell leukemia, Blood 78:1198-1204, 1991) o M-23C7. Preferentemente IL-6 es la IL-6 que puede encontrarse
unida o que se encuentra unida al anticuerpo del ensayo de IL-6 de Roche para la utilizacién en los sistemas de
inmunoensayo Elecsys y Cobas (Roche). El término IL-6 preferentemente comprende ademas una variante de la IL-
6 anteriormente indicada, preferentemente de la IL-6 humana. La variante comprende una proteina o péptido
sustancialmente similar a la molécula de referencia especifica IL-6, preferentemente a la IL-6 humana. La expresioén
sustancialmente similar es bien entendida por el experto en la materia. En particular, una variante de IL-6 puede ser
una isoforma o alelo que muestra por lo menos un intercambio de aminoacidos (y preferentemente hasta
aproximadamente 25, mas preferentemente hasta aproximadamente 15, mas preferentemente hasta
aproximadamente 10, mas preferentemente hasta aproximadamente 5, mas preferentemente hasta
aproximadamente 3 intercambios de aminoacidos) en comparacion con la secuencia de aminoacidos de la molécula
de referencia especifica IL-6. Preferentemente, dicha variante de IL-6 presenta una identidad de secuencia respecto
a la molécula de referencia especifica IL-6 de por lo menos aproximadamente 80%, preferentemente de por lo
menos aproximadamente 85%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 90%, todavia mas
preferentemente de por lo menos aproximadamente 95%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente
98%, preferentemente con respecto a la IL-6 humana, todavia mas preferentemente a lo largo de la longitud
completa de la IL-6 humana. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse
mediante algoritmos bien conocidos de la técnica. Preferentemente, el grado de identidad debe determinarse
mediante la comparacion de dos secuencias alineadas 6ptimamente en una ventana de comparacion, en la que el
fragmento de secuencia de aminoacidos en la ventana de comparacion puede comprender adiciones o deleciones
(por ejemplo huecos o extremo protuberantes) en comparacion con la secuencia de referencia (que no comprende
adiciones o deleciones) para la alineacion éptima. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en
la s que se observa el residuo aminoacido idéntico en ambas secuencias, rindiendo el numero de posiciones
correspondientes, mediante la division del numero de posiciones correspondientes por el nimero total de posiciones
en la ventana de comparacion y la multiplicacion del resultado por 100, para proporcionar el porcentaje de identidad
de secuencias. La alineacion optima de secuencias para la comparacion puede llevarse a cabo con el algoritmo de
homologia local de Smith y Waterman, Add. APL. Math. 2:482, 1981, mediante el algoritmo de alineacién por
homologias de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970, mediante el método de busqueda de similitudes de
Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 85:2444, 1988, mediante implementaciones computerizadas de
dichos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, PASTA y TFASTA en el paquete Wisconsin Genetics Software Package,
Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Dr., Madison, WI) o mediante inspeccién visiual. Dado que se han
identificado dos secuencias para la comparacion, preferentemente se utilizan GAP y BESTFIT para determinar su
alineacion optima y, de esta manera, el grado de identidad. Preferentemente se utilizan los valores por defecto de
5,00 para el peso de hueco y de 0,30 para la longitud de peso de hueco. Las variantes a las que se ha hecho
referencia anteriormente puede ser variantes alélicas o cualesquiera otros homdlogos, paralogos u ortélogos
especificos de especie. La variante de expresion comprende ademas productos de degradacion, por ejemplo
productos de degradacion proteolitica, que todavia se reconocen mediante medios diagndsticos o mediante ligandos
dirigidos contra la proteina o péptido de longitud completa respectiva. El término "variantes" también pretende cubrir
las variantes de procesamiento. El término "variante" se refiere ademas a un péptido modificado post-
traduccionalmente, tal como un péptido glucosilado. Una "variante" también es un péptido que ha sido modificado
tras la recolecciéon de la muestra, por ejemplo mediante unidon covalente o no covalente de un marcaje,
particularmente un marcaje radioactivo o fluorescente, al péptido. Preferentemente, la variante de IL-6 presenta
esencialmente las mismas propiedades inmunoldgicas y/o biolégicas del péptido de referencia especifico,
preferentemente las mismas propiedades inmunolégicas y/o bioldgicas, que la IL-6 humana, todavia mas
preferentemente las mismas propiedades inmunoldgicas y/o biolodgicas que la IL-6 humana. Preferentemente la
variante de IL-6 muestra por lo menos aproximadamente 70%, preferentemente por lo menos aproximadamente
80%, preferentemente por lo menos aproximadamente 90%, preferentemente por lo menos aproximadamente 95%,
preferentemente por lo menos aproximadamente 98% de la actividad de la IL-6 humana. La actividad de la IL-6
preferentemente es la actividad de unién del receptor de IL-6 (ver Taga T., Kishimoto T., Gp130 and the Interleukin-6
Family of Cytokines, Annu. Rev. Immunol. 15:797-819, 1997; Drucker C., Gewiese J., Malchow S., Scheller J., Rose-
John S., Imipact of Interleukin-6 Classic- and Trans-signaling on Liver Damage and Regeneration, J. Autimm, 2009,
en prensa). Preferentemente la variante de IL-6 muestra una actividad de unién de receptor de IL-6 humano de por
lo menos aproximadamente 80%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 90%, preferentemente de por
lo menos aproximadamente 95% de la IL-6 humana.

Segun la exposicion se determina por lo menos un marcador o parametro adicional indicativo de SRIS o sepsis que
incluye por lo menos un parametro seleccionado de entre un marcador de inflamacién como CRP, otra interleuquina
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tal como IL-1 y/o IL-8, procalcitonina, recuento de globulos blancos, temperatura corporal, tasa cardiaca, tasa
respiratoria y/o diagnéstico de infeccion, preferentemente una infeccion bacteriana y/o fungica.

Ademas, el método puede comprender etapas ademas de las indicadas explicitamente indicadas. Por ejemplo, las
etapas adicionales puede referirse a la recoleccion de muestras, a pretratamientos de las muestras o a la evaluacion
de los resultados obtenidos mediante el método. EI método puede utilizarse ademas para el seguimiento, la
confirmacion, la subclasificacion y la evaluacion del riesgo de desarrollar o sufrir SRIS y para el seguimiento
terapéutico de las enfermedades dadas a conocer. Se da a conocer ademas que por lo menos un marcador o
parametro adicional puede determinarse aparte de los dos indicados en la etapa a), preferentemente con el fin de
obtener informacién diagnéstica adicional mas alla de la deteccién o el diagnostico de SRIS o sepsis. Dicho
parametro adicional puede ser, por ejemplo, la tasa de filtracion glomerular estimada, el nivel de NGAL o creatinina,
que permiten diagnosticar adicionalmente si el paciente sufre de eliminacién renal alterada.

El método puede llevarse a cabo manualmente y/o asistida mediante automatizacion. Preferentemente las etapas
(a), (b) y/o (c) puede estar asistidas, totalmente o en parte, mediante automatizacion, por ejemplo con equipos
roboticos y sensoriales adecuados para la determinacién en la etapa (a) o una comparacion implementada mediante
ordenador en la etapa (b) y/o (c).

El término "muestra" se refiere a una muestra de un liquido corporal, a una muestra de células separadas o a una
muestra de un tejido o de un érgano. Pueden obtenerse muestras de liquidos corporales mediante técnicas bien
conocidas y entre ellas se incluyen, preferentemente, muestras de sangre, plasma, suero, liquido corporal u orina,
mas preferentemente muestras de sangre, plasma o suero. Las muestras de liquido corporal preferentemente se
obtienen mediante venipuncion, puncién arterial o puncién ventricular. Las muestras de tejidos o de 6rganos pueden
obtenerse de cualquier tejido u 6rgano, por ejemplo mediante biopsia. Las células separadas pueden obtenerse a
partir de liquidos corporales o los tejidos u érganos mediante técnicas de separacion tales como la centrifugacion o
la separacion celular. Preferentemente las muestras de células, tejidos u 6rganos se obtiene de aquellas células,
tejidos u 6rganos que expresan o producen los péptidos a los que se hace referencia en la presente memoria.

Los métodos pueden comprender una etapa de recoleccién de una muestra, que opcionalmente puede ser una
etapa invasiva. La muestra puede recogerse mediante una etapa invasiva, preferentemente una etapa invasiva
minima, tal como mediante venipuncién. La recoleccién minimamente invasiva también comprende el caso en que
se recoge la muestra mediante la utilizacidon de un aguja (lanceta) que al ser aplicada en la piel, preferentemente la
piel de un dedo, induce un flujo de salida de un volumen reducido de sangre que seguidamente puede ser recogido
para determinar la cantidad de los marcadores en la muestra. La muestra preferentemente se recoge invasivamente
o de manera minimamente invasiva mediante un procedimiento rutinario seguro, preferentemente por personas que
no requieren una elevada capacitacion médica ya la recoleccion de las muestras preferentemente no supone ningun
riesgo sanitario significativo para la persona sometida a la recoleccion de muestras.

Preferentemente el método de la presente invencién es un método ex vivo o in vitro.

Las muestras en la etapa a) del método de la presente invencion se aislan a intervalos periédicos durante un periodo
de entre 3 y 10 dias, siendo dichos intervalos de entre 15 minutos +/- 20% y 12 horas +/- 20%, preferentemente de
entre aproximadamente 15 minutos y 6 horas, preferentemente de entre aproximadamente 15 minutos y
aproximadamente 3 horas, preferentemente de entre aproximadamente 1 hora y aproximadamente 12 horas,
preferentemente de entre aproximadamente 1 hora y 6 horas, preferentemente de entre aproximadamente 1 hora y
aproximadamente 3 horas. Mas preferentemente, el intervalo corto es un intervalo de aproximadamente 15 minutos,
preferentemente de aproximadamente 30 minutos, preferentemente de aproximadamente 1 hora, preferentemente
de aproximadamente 2 horas, preferentemente de aproximadamente 3 horas, preferentemente de aproximadamente
4 horas, preferentemente de aproximadamente 5 horas, preferentemente de aproximadamente 6 horas.

Preferentemente, las muestras se aislan del paciente durante un periodo de hasta aproximadamente 10 dias,
preferentemente durante un periodo de hasta aproximadamente 7 dias, preferentemente durante un periodo de
hasta aproximadamente 5 dias, preferentemente durante un periodo de hasta aproximadamente 3 dias. Segun el
estado y el desarrollo de la condicién del paciente, el aislamiento de las muestras y la deteccién de IL-6 pueden
prolongarse adicionalmente, por ejemplo en el caso d que el paciente desarrolle SRIS o sepsis, el muestreo puede
extenderse hasta completar con éxito la terapia del SRIS o la sepsis o incluso unos cuantos dias después de este
punto temporal. Preferentemente las muestras se extraen por lo menos aproximadamente una vez, preferentemente
por lo menos aproximadamente dos veces antes de llevar a cabo un tratamiento y por lo menos una vez,
preferentemente por lo menos aproximadamente dos veces después del tratamiento. El tratamiento es un
tratamiento invasivo tal como se ha definido anteriormente. Por ejemplo, antes de llevar a cabo el tratamiento, se
obtienen uno o dos niveles de IL-6. Tras el tratamiento, se extraen varias muestras a intervalos periddicos, de por
ejemplo 3 a 6 horas durante un periodo de, por ejemplo, 3 a 10 dias, en los que se determina IL-6 y preferentemente
también el estado clinico del paciente.

La expresion "detectar y diagnosticar SRIS" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a valorar,
identificar, evaluar o clasificar si un paciente asintomatico sufre de SRIS, preferentemente de sepsis.
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La expresion "detectar y diagnosticar un riesgo de desarrollar o sufrir SRIS" pretende comprender la prediccion del
riesgo en un paciente humano asintomatico de desarrollar SRIS, incluyendo sepsis, dentro de una ventana temporal
definida (ventana de prediccién) en el futuro. La ventana de prediccion es un intervalo en el que el sujeto
desarrollara SRIS u opcionalmente morira segun la probabilidad predicha. Sin embargo, preferentemente la ventana
de prediccion es un intervalo de hasta aproximadamente 20 dias, preferentemente de hasta aproximadamente 10
dias, preferentemente de hasta aproximadamente 7 dias, preferentemente de hasta aproximadamente 5 dias,
preferentemente de hasta aproximadamente 5 dias, preferentemente de hasta aproximadamente 4 dias,
preferentemente de hasta aproximadamente 3 dias, preferentemente de hasta aproximadamente 2 dias, (i) después
de la aplicacidon del método de la presente invencion, o (ii) después de la obtencion de la primera muestra en la que
el nivel de IL-6 detectado era superior al nivel de referencia, o (iii) después del ingreso del paciente, o (iv) después
de la obtencidn/aislamiento del primer nivel de linea base de IL-6, o (v) después de que el tratamiento, por ejemplo
el tratamiento invasivo, se haya iniciado o terminado, o (vi) después del aislamiento de la primera muestra post-
tratamiento para la determinacioén del nivel de IL-6.

Preferentemente, el paciente identificado como en riesgo de desarrollar SRIS presenta una probabilidad elevada de
desarrollar SRIS. Preferentemente, la probabilidad elevada es de por lo menos aproximadamente 30%,
preferentemente de por lo menos aproximadamente 40%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 50%,
preferentemente de por lo menos aproximadamente 60%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 70%,
preferentemente de por lo menos aproximadamente 80%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 90%,
preferentemente de por lo menos aproximadamente 95%. Opcionalmente, una probabilidad elevada de desarrollar
SRIS o sepsis comprende una probabilidad de 100%, es decir, el paciente desarrollara o sufre actualmente de SRIS
0 sepsis.

Alternativamente, el paciente presenta una probabilidad baja de desarrollar SRIS o sepsis. Preferentemente la
probabilidad baja es de hasta aproximadamente 30% o de menos de aproximadamente 30%, preferentemente de
hasta aproximadamente 20%, preferentemente de hasta aproximadamente 10%, preferentemente de hasta
aproximadamente 5%. Opcionalmente, una probabilidad baja de desarrollar SRIS o sepsis comprende una
probabilidad de 0%, es decir, el paciente no desarrollara SRIS o sepsis. Los métodos para la determinacion del % de
riesgo de sufrir o desarrollar SRIS o sepsis son generalmente conocidos. Preferentemente la prediccion del % de
riesgo se lleva a cabo dentro de la ventana de prediccion indicada anteriormente.

Preferentemente, la magnitud del riesgo de desarrollar o sufrir SRIR o sepsis se correlaciona con la medida en que
el nivel de IL-6 detectado es superior al nivel de referencia. El riesgo de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis
preferentemente es bajo en el caso de que el nivel de IL-6 detectado sea inferior al nivel de referencia.
Preferentemente el riesgo de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis es elevado en el caso de que el nivel de IL-6
detectado sea igual o superior al valor de referencia.

Tal como entendera el experto en la materia, dicha evaluacién habitualmente no pretende ser correcta para el 100%
de los sujetos que deben analizarse. Sin embargo, se requiere que la evaluacion resulte valida para una porcion
estadisticamente significativa de los sujetos que deben analizarse. El experto en la materia podra determinar si una
porcion es estadisticamente significativa sin ningin otro procedimiento utilizando diversas herramientas de
evaluacioén estadistica bien conocidas, por ejemplo la determinacion de intervalos de confianza, la determinacion del
valor de p, la prueba t de Student, la prueba de Mann-Whitney, etc. Se encuentran detalles en Dowdy y Wearden,
Statistics for Research, John Wiley & Sons, New York, 1983. Los intervalos de confianza preferentes son de por lo
menos 90%, de por lo menos 95%, de por lo menos 97%, de por lo menos 98% o de por lo menos 99%. Los valores
de p son preferentemente 0,1, 0,05, 0,01, 0,005 o 0,0001. Preferentemente la probabilidad contemplada por el
método de la presente invencién permite que la prediccion sea correcta para preferentemente por lo menos 60%, por
lo menos 70%, por lo menos 80% o por lo menos 90% de los sujetos de una cohorte dada.

La determinacion del nivel de IL-6 o de una variante de la misma se refiere a la medicion de la cantidad o la
concentracion, preferentemente de manera semicuantitativa o cuantitativa. La mediciéon puede llevarse a cabo
directa o indirectamente. La medicion directa se refiere a la medicion de la cantidad o concentraciéon del péptido o
polipéptido basada en una sefial que se obtiene del péptido o polipéptido mismo y la intensidad del cual se
correlaciona directamente con el niumero de moléculas del péptido presente en la muestra. Dicha sefal, en
ocasiones denominada en la presente memoria sefial de intensidad, puede obtenerse, por ejemplo, midiendo un
valor de intensidad de una propiedad fisica o quimica especifica del péptido o polipéptido. La medicion indirecta
incluye la medicion de una sefal obtenida de un componente secundario (es decir un componente que no es el
péptido o polipéptido mismo) o un sistema de lectura bioldgico, por ejemplo respuestas celulares, ligandos, marcajes
o productos de reaccién enzimatica medibles.

Segun el método e la presente invencion, la determinacion de la cantidad de un péptido o polipéptido de IL-6 puede
llevarse a cabo mediante todos los medios conocidos de determinacién de la cantidad de un péptido en una
muestra. Dichos medios comprenden dispositivos de inmunoensayo y métodos que pueden utilizar moléculas
marcadas en diversos formatos de ensayo de tipo sandwich, competitivos u otros formatos. Dichos ensayos
desarrollan una sefal que es indicativa de la presencia o ausencia del péptido o polipéptido. Ademas, la fuerza de la
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sefial puede, preferentemente, correlacionarse directa o indirectamente (por ejemplo puede ser inversamente
proporcional) a la cantidad de polipéptido presente en una muestra. Algunos métodos adecuados adicionales
comprenden medir una propiedad fisica o quimica especifica del péptido o polipéptido, tal como su masa molecular
exacta o el espectro de RMN. Dichos métodos comprenden, preferentemente, biosensores, dispositivos opticos
acoplados a inmunoensayos, biochips, dispositivos analiticos tales como espectrometros de masas, analizadores de
RMN o dispositivos de cromatografia. Ademas, entre los métodos se incluyen métodos basados en ELISA de
microplacas, inmunoensayos totalmente automatizados o robdticos (disponibles, por ejemplo, en los analizadores
EIecsysT'VI de Roche), EUC (un ensayo enzimatico de unién al cobalto, disponible, por ejemplo, en analizadores
Roche-HitachiTM) y ensayos de aglutinacion con latex (disponibles, por ejemplo, en analizadores Roche-HitachiTM),
inmunoensayos homogéneos y heterogéneos, e inmunoensayos competitivos y no competitivos.

Preferentemente, la determinacion de la cantidad de un péptido o polipéptido de IL-6 comprende las etapas de: (a)
poner en contacto una célula capaz de inducir una respuesta celular la intensidad de la cual es indicativa de la
cantidad del péptido o polipéptido, con dicho péptido o polipéptido durante un periodo de tiempo adecuado, (b) medir
la respuesta celular. Para medir las respuestas celulares, la muestra o muestra procesada preferentemente se
afiade a un cultivo celular y se mide una respuesta celular interna o externa. La respuesta celular puede incluir la
expresion medible de un gen informador o la secreciéon de una sustancia, por ejemplo un péptido, polipéptido o una
molécula pequefa. La expresion o sustancia generara una sefal de intensidad que se correlaciona con la cantidad
del péptido o polipéptido.

También preferentemente, la determinacion de la cantidad de un péptido o polipéptido de IL-6 comprende la etapa
de medir una sefal de intensidad especifica obtenible del péptido o polipéptido en la muestra, preferentemente en
una muestra seleccionada de entre sangre, suero, plasma o liquido corporal. Tal como se ha indicado anteriormente,
dicha senal puede ser la intensidad de sefial observada a una m/z variable especifica para el péptido o polipéptido
observado en los espectros de masas o en un espectro de RMN especifico para el péptido o polipéptido.

La determinacion de la cantidad de un péptido o polipéptido de IL-6 puede comprender, preferentemente, las etapas
de: (a) poner en contacto el péptido con un ligando especifico, (b) (opcionalmente) eliminar el ligando no unido, (c)
medir la cantidad de ligando unido. El ligando unido generara una sefial de intensidad. La unién incluye tanto la
union covalente como la no covalente.

Un ligando segun la presente exposicion puede ser cualquier compuesto, por ejemplo un péptido, polipéptido, acido
nucleico o molécula pequefia, que se une al péptido o polipéptido indicado en la presente memoria. Entre los
ligandos preferentes se incluyen anticuerpos, acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos, tales como receptores o
parejas de unioén para el péptido o polipéptido y fragmentos de los mismos que comprenden los dominios de union
para los péptidos IL-6, y aptameros, por ejemplo aptameros de acidos nucleicos o péptidos. Los métodos para
preparar dichos ligandos son bien conocidos de la técnica. Por ejemplo, la identificacién y produccion de anticuerpos
o aptameros adecuados también es ofrecida por proveedores comerciales. Al experto en la materia le resultaran
familiares los métodos para desarrollar derivados de dichos ligandos de afinidad o especificidad mas alta. Por
ejemplo, pueden introducirse mutaciones aleatorias en los acidos nucleicos, péptidos o polipéptidos. A continuacion,
estos derivados pueden someterse a ensayo para la unién segun procedimientos de cribado conocidos de la técnica,
por ejemplo la expresion fagica.

Los medios para la deteccion de IL-6 son generalmente conocidos de la técnica y entre ellos preferentemente se
incluyen los anticuerpos anti-IL-6, incluyendo los anticuerpos policlonales y monoclonales, asi como fragmentos de
los mismos tales como los fragmentos Fv, Fab y F(ab), que son capaces de unirse al antigeno o hapteno de IL-6.
Los medios para la deteccion de IL-6 incluyen ademas anticuerpos de cadena sencilla, anticuerpos hibridos
humanizados quiméricos, en los que las secuencias de aminoacidos de un anticuerpo donante no humano que
muestra una especificidad de antigeno deseada se combinan con secuencias de un anticuerpo aceptor humano.
También se encuentra incluido un anticuerpo anti-IL-6 de una especie de mamifero, preferentemente un anticuerpo
seleccionado de entre el ser humano, la rata, el raton, la cabra, la oveja, la vaca y el camello. Preferentemente el
anticuerpo anti-IL-6 es el anticuerpo anti-IL-6 M-BE8 o M-23C7 reconocido por el anticuerpo M-BE8 y/o M-23C7. Las
secuencias donantes habitualmente incluyen por lo menos los residuos aminoacidos de unién a antigeno del
donante, aunque pueden comprender también otros residuos aminoacidos estructural y/o funcionalmente relevantes
del anticuerpo donante. Dichos hibridos pueden prepararse mediante varios métodos bien conocidos de la técnica.
Preferentemente, el ligando o agente se une especificamente al péptido o polipéptido de IL-6. La expresion union
especifica se refiere a que el ligando o agente debe unirse sustancialmente ("reaccionar cruzadamente") a otro
péptido, polipéptido o sustancia presente en la muestra que debe analizarse. Preferentemente, el péptido o
polipéptido de IL-6 unido especificamente debe unirse con una afinidad por lo menos 3 veces mas alta, mas
preferentemente por lo menos 10 veces mas alta y todavia mas preferentemente por lo menos 50 veces mas alta
que cualquier otro péptido o polipéptido relevante. La unidén no especifica puede ser tolerable en el caso de que
todavia pueda distinguirse y medirse inequivocamente, por ejemplo segun su tamafio en una transferencia western,
0 segun su abundancia relativamente mas alta en la muestra. La uniéon del ligando puede medirse mediante
cualquier método conocido de la técnica. Preferentemente dicho método es semicuantitativo o cuantitativo. Se
describen los métodos adecuados a continuacion.
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En primer lugar, la unién de un ligando puede medirse directamente, por ejemplo mediante RMN o resonancia del
plasmon superficial.

En segundo lugar, en el caso de que el ligando sirva también como sustrato de una actividad enzimatica del péptido
o polipéptido de interés, puede medirse un producto de reaccién enzimatica (por ejemplo puede medirse la cantidad
de proteasa mediante la medicion de la cantidad de sustrato cortado, por ejemplo en una transferencia western).
Alternativamente, el ligando puede mostrar propiedades enzimaticas él mismo y el complejo "ligando/péptido o
polipéptido" o el ligando unido al péptido o polipéptido, respectivamente, puede ponerse en contacto con un sustrato
adecuado, permitiendo la deteccién mediante la generacion de una sefal de intensidad. Para la mediciéon de los
productos de reaccién enzimatica, preferentemente la cantidad de sustrato es saturante. El sustrato también puede
marcarse con un marcaje detectable antes de la reaccion. Preferentemente, la muestra se pone en contacto con el
sustrato durante un periodo de tiempo adecuado. Un periodo de tiempo adecuado se refiere al tiempo necesario
para la produccién de una cantidad de producto detectable, preferentemente medible. En lugar de medir la cantidad
de producto, puede medirse el tiempo necesario para la apariciéon de una cantidad dada (por ejemplo detectable) de
producto.

En tercer lugar, el ligando puede acoplarse covalente o no covalentemente a un marcaje que permita la deteccién y
medicion del ligando. El marcaje puede llevarse a cabo mediante métodos directos o indirectos. El marcaje directo
implica el acoplamiento del marcaje directamente (covalente o no covalentemente) con el ligando. El marcaje
indirecto implica la unién (covalente o no covalente) de un ligando secundario al primer ligando. El ligando
secundario debe unirse especificamente al primer ligando. Dicho ligando secundario puede acoplarse con un
marcaje adecuado y/o ser la diana (receptor) de la unién de un ligando terciario al ligando secundario. Es frecuente
la utilizacién de ligandos secundario, terciario o incluso de orden superior para incrementar la sefial. Entre los
ligandos secundarios y de orden superior adecuados pueden incluirse anticuerpos, anticuerpos secundarios y el bien
conocido sistema de estreptavidina-biotina (Vector Laboratories, Inc.). El ligando o sustrato también puede
"etiquetarse" con una o mas etiquetas tal como es conocido de la técnica. Dichas etiquetas seguidamente pueden
ser dianas para ligandos de orden superior. Entre las etiquetas adecuadas se incluyen biotina, digoxigenina, etiqueta
de His, glutation-S-transferasa, FLAG, GFP, etiqueta myc, hemaglutinina (HA) del virus de la influenza A, proteina de
unién a maltosa y similares. En el caso de un péptido o polipéptido, la etiqueta preferentmenete se encuentra en el
extremo N-terminal y/o C-terminal. Son marcajes adecuados cualesquiera marcajes detectables mediante un método
de deteccion apropiado. Entre los marcajes tipicos se incluyen las particulas de oro, las perlas de latex, éster de
acridan, luminol, rutenio, marcajes enzimaticamente activos, marcajes radioactivos, marcajes magnéticos (por
ejemplo "perlas magnéticas", incluyendo marcajes paramagnéticos y superparamagnéticos) y marcajes
fluorescentes. Entre los marcajes enzimaticamente activos se incluyen, por ejemplo, peroxidasa de rabano picante,
fosfatasa alcalina, beta-galactosidasa, luciferasa y derivados de los mismos. Entre los sustratos adecuados para la
deteccidon se incluyen diaminobencidina (DAB), 3,3',5,5'-tetrametil-bencidina, NBT-BCIP (cloruro de 4-nitroazul-
tetrazolio y 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato, disponibles como solucion madre lista para utilizar de Roche
Diagnostics), CDP-Star™ (Amersham Biosciences), ECF™ (Amersham Biosciences). Una combinacion de enzima-
sustrato adecuada puede resultar en un producto de reaccién de color, fluorescencia o quimioluminiscencia, que
pueden medirse segun métodos conocidos de la técnica (por ejemplo utilizando una pelicula fotosensible o un
sistema de camaras adecuado). Respecto a la medicién de la reaccion enzimatica, los criterios proporcionados
anteriormente se aplican de manera analoga. Entre los marcajes fluorescentes tipicos se incluyen las proteinas
fluorescentes (tales como GFP y sus derivados), Cy3, Cy5, rojo Texas, fluoresceina y los pigmentos Alexa (por
ejemplo Alexa 568). Los marcajes fluorescentes adicionales se encuentran disponibles de, por ejemplo, Molecular
Probes (Oregon). También se encuentran contemplada la utilizacion de puntos cuanticos a modo de marcaje
fluorescente. Entre los marcajes radioactivos tipicos se incluyen ¥g, 1%, 9%p, p y similares. El marcaje radioactivo
puede detectarse mediante cualquier método conocido y apropiado, por ejemplo una pelicula fotosensible o en un
aparato Phosphor Imager. Entre los métodos de medicién adecuados también se incluyen la precipitacion
(particularmente la inmunoprecipitacién), la electroquimioluminiscencia (quimioluminiscencia electrogenerada), el
RIA (radioinmunoensayo), el ELISA (ensayo de inmunosorcion ligada a enzima), los ensayos inmunoenzimaticos de
tipo sandwich, los inmunoensayos de tipo sandwich de electroquimioluminiscencia (ECL1A), el fluoroinmunoensayo
de lantanidos potenciado por disociacion (DELFIA), el ensayo de proximidad por centelleo (EPC), la turbidimetria, la
nefelometria, la turbidimetria o nefelometria potenciada por latex o los inmunoensayos en fase sdlida. Pueden
utilizarse métodos adicionales conocidos de la técnica (tales como la electroforesis en gel, la electroforesis en gel
2D, al electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE), la transferencia western y la espectrometria de
masas) solas o en combinacion con marcaje u otros métodos de deteccion tales como los indicados anteriormente.

Mas preferentemente, la cantidad de IL-6 se determina mediante un método de espectrometria de masas,
preferentemente mediante el método de micro-HPLC-espectrometria de masas en tandem con dilucién isotépica,
preferentemente mediante un método descrito en los Ejemplos y en Kobold U. et al. (Clin. Chem. 54:1584-6, 2008).

La cantidad de un péptido o polipéptido IL-6 puede, también preferentemente, determinarse de la manera siguiente:

(a) poniendo en contacto un soporte so6lido que comprende un ligando para el péptido o polipéptido tal como se ha

indicado anteriormente con una muestra que comprende el péptido o polipéptido, y (b) midiendo la cantidad de

péptido o polipéptido que se encuentra unida al soporte. El ligando, preferentemente seleccionado de entre el grupo

que consiste de acidos nucleicos, péptidos, polipéptidos, anticuerpos y aptameros, preferentemente se encuentra
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presente sobre un soporte sélido en forma inmovilizada. Los materiales para fabricar soportes sélidos son bien
conocidos de la técnica y entre ellos se incluyen, entre otros, materiales de columna disponibles comercialmente,
perlas de poliestireno, perlas de latex, perlas magnéticas, particulas metalicas coloidales, chips y superficies de
vidrio y/o silicio, tiras de nitrocelulosa, membranas, laminas, Duracytes, pocillos y paredes de bandejas de reaccion,
tubos de plastico, etc. El ligando o agente puede unirse a muchos portadores diferentes. Entre los ejemplos de
portadores bien conocidos se incluyen vidrio, poliestireno, cloruro de polivinilo, polipropileno, polietileno,
policarbonato, dextrano, nilén, amilosas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita.
La naturaleza del portador puede ser soluble o insoluble. Los métodos adecuados para fijar/inmovilizar dicho ligando
son bien conocidos y entre ellos se incluyen, aunque sin limitacion, interacciones ionicas, hidrofébicas y covalentes,
y similares. También se encuentra contemplada la utilizacion de "matrices en suspension" a modo de matrices
(Nolan, Trends Biotechnol. 20(1):9-12, 2002). En dichas matrices en suspension el portador se encuentra presente
en suspension por ejemplo una microperla o microesfera. La matriz consiste de diferentes microperlas o
microesferas, posiblemente marcadas, que portan diferentes ligandos. Los métodos para producir dichas matrices,
por ejemplo basadas en quimica de fase sélida y grupos protectores fotolabiles, son generalmente conocidos
(patente US n° .5744.305).

El término "aproximadamente" tal como se utiliza en la presente memoria comprende un intervalo de +/- 20%
respecto al valor, cantidad, concentracién, nivel, etc. concreto, por ejemplo la indicacion de un valor de
"aproximadamente 100" pretende incluir un valor comprendido en el intervalo numérico de 100 +/- 20%, es decir, un
intervalo de valores de entre 80 y 120. Preferentemente, el término "aproximadamente" incluye un intervalo de +/-
10% respecto al valor, cantidad, concentracién, nivel, etc. concreto, mas preferentemente un intervalo de +/- 5%
respecto al valor, cantidad, concentracion, nivel, etc. concreto.

El término "comparar" tal como se utiliza en la presente memoria comprende comparar el nivel del péptido o
polipéptido de IL-6 comprendido en la muestra que debe analizarse con un nivel de una fuente de referencia
adecuada especificada en otros sitios de la presente descripcidon. Debe entenderse que comparar tal como se utiliza
en la presente memoria se refiere a una comparacion entre los parametros o valores correspondientes, por ejemplo
se compara una cantidad absoluta con un nivel de referencia absoluto, mientras que una concentracién se compara
con una concentracién o una sefal de intensidad de referencia obtenida de una muestra de ensayo con el mismo
tipo de sefial de intensidad de una muestra de referencia. La comparacién a la que se hace referencia en la etapa
(b) del método de la presente invencion puede llevarse a cabo manualmente o asistida por ordenador. Para una
comparacion asistida por ordenador, el valor del nivel determinado puede compararse con valores correspondientes
a referencias adecuadas que son almacenadas en una base de datos por un programa informatico. El programa
informatico puede evaluar adicionalmente el resultado de la comparacion, es decir, proporcionar automaticamente la
evaluacién deseada en un formato de salida adecuado. Basandose en la comparacién del nivel determinado en la
etapa a) y el nivel de referencia, se determina el diagnéstico de SRIS en un paciente. Por lo tanto, el nivel de
referencia debe seleccionarse de manera que una diferencia o una similitud en los niveles comparados permite la
asignacion de los sujetos a SRIS o a que no sufren SRIS.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la expresion "nivel de referencia" se refiere a una cantidad,
concentracion o valor que define un valor de corte. Una cantidad, concentracion o valor del parametro superior al
valor de corte resulta en un diagnéstico diferente en la comparacion con pacientes que muestran una cantidad, nivel
o valor determinado del parametro que es inferior al valor de corte. De esta manera, mediante la comparacion de la
cantidad, concentracién o valor determinados en la practica del parametro IL-6, con los valores de corte respectivos
resulta posible diagnosticar o detectar el riesgo en pacientes que desarrollan o sufren SRIS o sepsis.

Evidentemente el nivel de referencia aplicable para un sujeto individual puede variar dependiendo de diversos
parametros fisioldgicos, tales como la edad, el género, la subpoblacion, la ingesta de alcohol, infecciones recientes,
asi como de los medios utilizados para la determinacion del polipéptido o péptido a que se hace referencia en la
presente memoria. Puede determinarse un nivel de referencia adecuado mediante el método de la presente
exposicion a partir de una muestra de referencia que debe analizarse conjuntamente, es decir, de manera
simultanea o sucesiva, con la muestra de ensayo. Se confirmaron los niveles de referencia en los Ejemplos.

Tal como entenderd el experto en la materia, dicha evaluacion diagndstica habitualmente no pretende ser correcta
para todos (es decir, el 100%) de los pacientes que deben identificarse. Sin embargo, el término requiera que pueda
identificarse una porcion estadisticamente significativa de pacientes (por ejemplo una cohorte en un estudio de
cohortes). El experto en la materia podra determinar si una porcion es estadisticamente significativa sin ningun otro
procedimiento mediante la utilizacién de diversas herramientas bien conocidas de evaluacion estadistica, por
ejemplo la determinacion de intervalos de confianza, la determinacion del valor de p, la prueba t de Student, la
prueba de Mann-Whitney, etc. Pueden encontrarse los detalles en Dowdy y Wearden, Statistics for Research, John
Wiley & Sons, New York, 1983. Los intervalos de confianza preferente son por lo menos 90%, por lo menos 95%,
por lo menos 97%, por lo menos 98% o por lo menos 99%. Los valores de p son, preferentemente, 0,1, 0,05, 0,01,
0,005 o 0,0001. Mas preferentemente, mediante el método de la presente invencion pueden identificarse
correctamente por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80% o por lo menos 90% de los pacientes de
una poblacién.
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En general, para determinar los niveles respectivos que permitan establecer el diagnéstico deseado ("umbral”, "nivel
de referencia"), se determina la cantidad o cantidades/nivel o niveles o las proporciones de cantidad del péptido o
péptidos respectivos en grupos de pacientes apropiados. Tal como se ha indicado anteriormente, el valor de
referencia preferentemente se determina multiplicando un nivel de IL-6 determinado anteriormente (por ejemplo un
nivel de IL-6 de linea base) en un paciente dado, preferentemente en el paciente sujeto de ensayo, por un factor
definido en otro sitio de la presente memoria (un factor de por lo menos aproximadamente 50 o de por lo menos
aproximadamente 100, o de por lo menos aproximadamente 500 o de por lo menos aproximadamente 1.000). Por
ejemplo, basandose en estudios clinicos retrospectivos, tal como el descrito en los Ejemplos, en el que el resultado
(no SRIS vs. SRIS vs. sepsis) se analiza y se compara con los cambios del nivel de IL-6 en los pacientes durante el
tiempo, resulta facilmente posible verificar estadisticamente qué "factores" deben multiplicarse por el nivel de IL-6 de
linea base del paciente sujeto de ensayo con el fin de establecer un valor de referencia que se asocia a una
probabilidad de riesgo especifica de desarrollar o sufrir SRIS o sepsis.

El nivel de referencia se calcula multiplicando el nivel de linea base de IL-6 por un factor de por lo menos
aproximadamente 50, preferentemente por un factor de por lo menos aproximadamente 100, mas preferentemente
por un factor de por lo menos aproximadamente 500, todavia mas preferentemente por un factor de por lo menos
aproximadamente 1.000. Por ejemplo, en el caso del paciente asintomatico que acude al médico o al hospital con un
nivel de linea base de IL-6 de 10 pg/ml, el nivel de referencia calculado preferentemente es de 500 pg/ml
(incremento de 50 veces), preferentemente de 1 ng/ml (incremento de 100 veces), preferentemente de 5 ng/ml
(incremento de 500 veces) o preferentemente de 10 ng (incremento de 1.000 veces). En dicho paciente, un nivel de
IL-6 detectado tras someter el paciente a un tratamiento (por ejemplo invasivo) (por ejemplo una cirugia severa)
superior a los niveles de referencia indicados indica que el paciente presenta un riesgo elevado de desarrollar o
sufrir SRIS.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "nivel de linea base" comprende por lo menos un nivel de
IL-6 obtenido antes, durante o en las seis horas posteriores a dicho tratamiento invasivo.

El diagnéstico y la deteccidon del riesgo de desarrollar SRIS o sepsis puede llevarse a cabo determinando los
parametros respectivos, preferentemente mediante la medicién del nivel de IL-6, utilizando métodos analiticos
validados. Los resultados que se obtienen se recogen y se analizan mediante métodos estadisticos conocidos por el
experto en la materia.

Segun la exposicion, los valores de referencia se establecen segun la probabilidad deseada de sufrir o presentar el
riesgo de sufrir o desarrollar la enfermedad. Por ejemplo, puede resultar util seleccionar la mediana del factor que
multiplicara el nivel de linea base de entre los percentiles 60, 70, 80, 90, 95 e incluso 99 del colectivo de pacientes
sanos y/o no sanos, para establecer el nivel o niveles de referencia.

Segun la exposicion, el nivel de referencia que sirve como umbral puede derivarse del limite superior normal (LSN),
es decir, el limite superior del nivel fisioldgico observado en una poblacion. El LSN para una poblacién de sujetos
dada puede determinarse mediante diversas técnicas bien conocidas. Una técnica adecuada puede ser la
determinacion de la mediana de la poblaciéon para la cantidad del péptido o polipéptido que se determinara en el
método de la presente invencion.

Puede establecerse y confirmarse un nivel de referencia de un marcador diagnéstico y el nivel del marcador en una
muestra de pacientes simplemente compararse con el nivel de referencia. La sensibilidad y la especificidad de un
ensayo diagndstico y/o prondstico depende de mas de uUnicamente la "calidad" analitica del ensayo. También
depende de la definicion de lo que constituye un resultado anormal. En la practica, las curvas caracteristicas de
receptor-operador, o curvas "ROC", se calculan tipicamente dibujando en un grafico el valor de una variable frente a
su frecuencia relativa en poblaciones "normales" y "enfermas". Para cualquier parametro particular es probable que
se solape la distribucion de niveles de marcador para los sujetos con y sin enfermedad. Bajo estas condiciones, un
ensayo no distingue de manera absoluta entre normalidad y enfermedad con una exactitud del 100% vy el area de
solapamiento indica en donde el ensayo no puede distinguir normalidad de enfermedad, o riesgo elevado de riesgo
bajo de sufrir o desarrollar la enfermedad. Se selecciona un umbral (valor de corte, nivel de referencia) por encima
del cual (o debajo del cual, dependiendo de como cambia un marcador con la enfermedad) se considera que el
ensayo es anormal y por debajo del cual se considera que el ensayo es normal. El area bajo la curva ROC es una
medida de la probabilidad de que la medicion percibida permita la identificacion o predicciéon correcta del riesgo de
aparicion o desarrollo de una condicién. Las curvas ROC pueden utilizarse incluso cuando los resultados de ensayo
no proporcionan necesariamente un numero exacto. Con la condicién de que puedan asignarse rangos a los
resultados, puede crearse una curva ROC. Por ejemplo, los resultados de un ensayo con muestras "de enfermedad"
pueden ordenarse con rangos segun el grado de la enfermedad (por ejemplo 1=bajo, 2=normal y 3=alto) o la
probabilidad de sufrir o desarrollar la enfermedad (por ejemplo 1=bajo, 2=normal y 3=alto). Esta ordenacién con
rangos puede correlacionarse con resultados obtenidos en la poblacién "normal" y crearse una curva ROC. Estos
métodos son bien conocidos de la técnica. Ver, por ejemplo, Hanley et al., Radiology 143:29-36, 1982.

Segun la exposicién, los marcadores y/o paneles de marcadores se seleccionan para mostrar una sensibilidad de
por lo menos aproximadamente 70%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 80%, todavia mas
12
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preferentemente de por lo menos aproximadamente 85%, todavia mas preferentemente de por lo menos 90%, y
todavia mas preferentemente de por lo menos 95%, en combinacion con una especificidad de por lo menos
aproximadamente 70%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 80%, todavia mas
preferentemente de por lo menos aproximadamente 85%, todavia mas preferentemente de por lo menos
aproximadamente 90% y todavia mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 95%. Tanto la
sensibilidad como la especificidad pueden ser de por lo menos aproximadamente 75%, mas preferentemente de por
lo menos aproximadamente 80%, todavia mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 85%, todavia
mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 90% y todavia mas preferentemente de por lo menos
aproximadamente 95%.

Segun la exposicion, se utiliza una proporcion de probabilidades positiva, una proporcion de probabilidad negativa o
cociente de probabilidad como medida de la capacidad de un ensayo de predecir el riesgo o diagnosticar una
enfermedad. En el caso de una proporcion de probabilidades positiva, un valor de 1 indica que es igualmente
probable un resultado positivo entre sujetos en los grupos tanto "enfermo" como "de control"; un valor superior a 1
indica que un resultado positivo es mas probable en el grupo enfermo, y un valor inferior a 1 indica que un resultado
positivo es mas probable en el grupo de control. En el caso de una proporcion de probabilidades negativa, un valor
de 1 indica que un resultado negativo es igualmente probable en sujetos en los grupos "enfermo" y "de control"; un
valor superior a 1 indica que un resultado negativo es mas probable en el grupo de ensayo, y un valor inferior a 1
indica que un resultado negativo es mas probable en el grupo de control. Segun la exposicidn, los marcadores y/o
paneles de marcadores se seleccionan preferentemente para mostrar una proporcién de probabilidades positiva o
negativa de por lo menos aproximadamente 1,5 o superior, o de aproximadamente 0,67 o inferior, mas
preferentemente de por lo menos aproximadamente 2 o superior, o de aproximadamente 0,5 o inferior, todavia mas
preferentemente de por lo menos aproximadamente 5 o superior, o de aproximadamente 0,2 o inferior, todavia mas
preferentemente de por lo menos aproximadamente 10 o superior o de aproximadamente 0,1 o inferior, y todavia
mas preferentemente de por o menos aproximadamente 20 o superior o de aproximadamente 0,05 o inferior. El
término "aproximadamente" en el presente contexto se refiere a +/- 5% de una medicion dada.

En el caso de un cociente de probabilidades, un valor de 1 indica que un resultado positivo es igualmente probable
en sujetos en el grupo tanto "enfermo” como el grupo "de control"; un valor superior a 1 indica que un resultado
positivo es mas probable en el grupo enfermo; y un valor inferior a 1 indica que un resultado positivo es mas
probable en el grupo de control. Segun la exposicion, los marcadores y/o paneles de marcadores preferentemente
se seleccionan para mostrar un cociente de probabilidades de por lo menos aproximadamente 2 o superior, o de
aproximadamente 0,5 o inferior, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 3 o superior, o de
aproximadamente 0,33 o inferior, todavia mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 4 o superior, o0 de
aproximadamente 0,25 o inferior, todavia mas preferentemente de por lo menos de por lo menos aproximadamente
5 o superior, o de aproximadamente 0,2 o inferior, y todavia mas preferentemente de por lo menos
aproximadamente 10 o superior o de aproximadamente 0,1 o inferior. El término "aproximadamente" en el presente
contexto se refiere a +/-5% de una medicién dada.

Los paneles pueden comprender por lo menos un marcador adicional, ambos marcadores especificos de una
enfermedad (por ejemplo marcadores que se encuentran incrementados o reducidos en la infeccion bacteriana pero
no en otros estados de enfermedad) y/o marcadores no especificos (por ejemplo marcadores que se encuentran
incrementados o reducidos debido a inflamacién, con independencia de la causa; marcadores que se encuentran
incrementados o reducidos debido a cambios en hemostasis, con independencia de la causa, etc.). Aunque
determinados marcadores pueden no ser individualmente definitivos en los métodos descritos en la presente
memoria, un patron "de huella digital" particular de los cambios puede, de hecho, actuar como un indicador
especifico de estado de enfermedad. Tal como se ha comentado anteriormente, el patron de cambios puede
obtenerse de una sola muestra o puede considerar opcionalmente cambios temporales en uno o mas elementos del
panel (o cambios temporales en un valor de respuesta del panel).

Un nivel de IL-6 o una variante del mismo determinado en la etapa a) superior al nivel de referencia es indicativo de
que el paciente humano presenta un riesgo elevado de desarrollar SRIS.

Se ha observado que la concentracién de IL-6 difiere significativamente entre pacientes asintomaticos. Por ejemplo,
los factores siguientes contribuyen a estas diferencias entre individuos: consumo reciente de alcohol, ejercicio fisico,
estrés, historia reciente de infecciones, lesiones y en la hiperglucemia aguda. De acuerdo con lo anterior, se
determina el nivel de referencia de IL-6 individualmente para cada paciente.

Preferentemente, se realiza un seguimiento estrecho de los pacientes con niveles de IL-6 superiores al nivel de
referencia para la aparicién de signos y sintomas clinicos de SRIS o sepsis. Mas preferentemente, los pacientes se
someten a seguimiento de los parametros siguientes: niveles de IL-6, recuento de glébulos blancos (RGB) y
determinacién de las formas leucocitarias inmaduras, temperatura corporal, tasa cardiaca, tasa respiratoria,
recoleccion de especimenes microbioldgicos de drenajes, suero, secreciones traqueobronquiales y orina, y
roentgenograma toracico diario. Se justifican las endoscopias de control y tratamiento radioldgico mediante
ultrasonidos y escaneo de TC.
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Mas preferentemente, los pacientes se tratan de la manera siguiente: inicio de tratamiento antibidtico de amplio
espectro, tratamiento antifingico. En el caso de duda, se programara libremente cirugia de revision.

Se da a conocer ademas un método de seguimiento en pacientes asintomaticos del riesgo de desarrollar o sufrir
SRIS o sepsis, que comprende las etapas de:
a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma en una muestra del paciente,
b) comparar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma determinada en la etapa a) con un nivel de referencia,
y
c) recomendar, decidir, iniciar, continuar, modular o interrumpir la terapia de SRIS o sepsis para el paciente
basandose en la comparacion de la etapa c).

Entre las consecuencias diagnésticas y terapéuticas del seguimiento anteriormente indicado se incluyen:
especimenes microbioldgicos de suero, drenajes, secreciones traqueobronquiales y orina, controles endoscdpicos,
procedimientos de obtencién de imagenes radiolégicas tales como escaneos de ultrasonidos, roentgenogramas
toracicos y escaneos de TC, inicio de tratamiento antibiético de amplio espectro o cambio del tratamiento antibiético
preexistente a uno mas eficiente, y tratamiento antifingico. En caso de duda, se programara libremente cirugia de
revision.

En el caso de que el nivel de IL-6 o de una variante de la misma sea superior al nivel de referencia, la muestra o una
muestra recogida adicionalmente se somete a un ensayo para identificar el organismo infeccioso, por ejemplo la
bacteria, hongo, etc. contenido en la muestra. Dichos ensayos son generalmente conocidos en el campo y son
relevantes al diagndstico de sepsis.

Se da a conocer ademas un método para predecir el riesgo de mortalidad en un paciente asintomatico, que
comprende las etapas de:
a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma en una muestra del paciente,
b) comparar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma determinada en la etapa a) con un nivel de referencia,
c) predecir el riesgo de mortalidad del paciente basandose en la comparacion en la etapa b).

A menos que se indique especificamente de otro modo, las definiciones y realizaciones preferentes indicadas con
respecto al método de deteccion o diagndstico del riesgo de sufrir o desarrollar SRIS, anteriormente, se aplican
también, mutatis mutandis, al presente aspecto de la exposicion.

Segun todavia otro aspecto de la exposicion se proporciona un dispositivo adaptado para la deteccion o diagnoéstico
del riesgo de sufrir o desarrollar SRIS, preferentemente segin un método indicado anteriormente, que comprende:
a) una primera unidad de analisis que comprende unos medios de deteccién de IL-6 o de una variante de la
misma, en el que la unidad de analisis estd adaptada para determinar el nivel de IL-6 detectado por los medios
de deteccion,
b) una unidad de evaluaciéon que comprende un ordenador que comprende tangiblemente integrado un cédigo de
programa informatico para llevar a cabo la comparacion de la cantidad determinada que se ha obtenido de la
primera unidad de analisis con una base de datos adecuada que comprende un nivel de referencia
correspondiente tal como se ha indicado anteriormente; preferentemente la primera unidad de analisis y
preferentemente también las unidades de evaluacidn se encuentran operativamente unidas entre si.

Preferentemente, el dispositivo comprende ademas medios para la salida del diagndstico requerido y el tratamiento
y/o prevencion basado en el diagndstico o prediccién de riesgo de que el paciente sufra o desarrolle SRIS o sepsis.
Mas preferentemente, el dispositivo comprende ademas medios para la salida del progreso y/o respuesta a un
tratamiento y/o terapia del SRIS o sepsis.

Segun todavia otro aspecto de la exposicidon se proporciona un kit adaptado para llevar a cabo el método indicado
anteriormente, que comprende:
medios para determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma,
medios para comparar el nivel determinado de IL-6 o de una variante de la misma con un nivel de referencia,
instrucciones para llevar a cabo el método.

El término "kit" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una coleccién de los compuestos, medios o
reactivos anteriormente indicados de la presente exposicibn que pueden o no empaquetarse juntos. Los
componentes del kit pueden encontrarse comprendidos en viales separados (es decir, como kit de partes separadas)
0 proporcionarse en un unico vial. Ademas, debe entenderse que el kit de la presente exposicion esta destinado a la
utilizaciéon para la puesta en practica de los métodos los que se ha hecho referencia anteriormente en la presente
memoria. Preferentemente se encuentra contemplado que todos los componentes se proporcionan de manera lista
para utilizar para la puesta en practica de los métodos a los que se ha hecho referencia anteriormente. Ademas, el
kit preferentemente contiene instrucciones para llevar a cabo dichos métodos. Las instrucciones pueden
proporcionarse mediante un manual de usuario en forma de papel o electrénica. Por ejemplo, el manual puede
comprender instrucciones para interpretar los resultados obtenidos al poner en practica los métodos anteriormente
indicados utilizando el kit de la presente exposicion.
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Segun todavia otro aspecto de la exposicién se proporciona un programa informatico que comprende cddigo de
programa informatico que resulta adecuado para llevar a cabo un método tal como se da a conocer en la presente
memoria al ejecutar el programa informatico en un ordenador.

En otro aspecto de la exposiciéon se proporciona un medio legible por ordenador con un programa informatico de la
exposicion almacenado en el mismo.

En otro aspecto de la exposicion se proporciona un producto programa informatico con un programa informatico de
la exposicién almacenado en el mismo. Preferentemente, el programa informatico comprende ademas medios para
la salida de la prevencioén y/o terapia requerida basada en la enfermedad diagnosticada, almacenando los medios en
un medio legible por ordenador.

A menos que se especifique de otra manera, las definiciones y realizaciones preferentes descritas con respecto al
método de deteccion o diagndstico de un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o para la deteccion o
diagnostico de un riesgo de sufrir o desarrollar SRIS, anteriormente, también se aplican al presente aspecto de la
exposicion.

En otro aspecto de la exposicion se proporciona un kit adaptado para llevar a cabo el método tal como se da a
conocer en la presente memoria, que comprende:
i) medios para determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma,
ii) medios para comparar el nivel determinado de IL-6 o de una variante de la misma con niveles de referencia, y
opcionalmente:
iii) instrucciones para llevar a cabo el método.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Cinética de IL-6 (pg/ml) en pacientes asintomaticos pre- y post-cirugia. Los niveles de IL-6 se
dibujan para la linea base (precirugia), linea base 2 (durante cirugia) y postcirugia (dias 1, 2, 3y 4;
las muestras se obtuvieron a intervalos de 6 h). La figura muestra una comparaciéon entre los
pacientes agrupados que desarrollaron SRIS/sepsis y aquellos que no la desarrollaron. Se indican
la mediana y los percentiles.

Figura 2 Concentracion de IL-6 (pg/ml) dibujada respecto al tiempo para los pacientes n° 1 a n° 7. El
triangulo indica el punto temporal en que se diagnosticaron signos clinicos de SRIS.

Figura 3 Caracteristicas del os pacientes no de SRIS. Se dibujé la concentracién de IL-6 (pg/ml) respecto al
tiempo para los pacientes no de SRIS.

Figura 4 Cinética de CRP (mg/l) en pacientes asintomaticos pre- y post-cirugia. Se muestran los niveles de
CRP para la linea base 1 (precirugia), la linea base 2 (durante la cirugia) y post-cirugia (dias 1, 2,
3 y 4; las muestras se recogieron a intervalos de 6 h). La figura muestra una comparacion entre los
pacientes agrupados que desarrollaron SRIS/sepsis y aquellos que no la desarrollaron. Se indican
la mediana y los percentiles.

Figura 5 CRP vs. cinética de IL-6 en pacientes asintomaticos pre- y post-cirugia. La figura muestra una
comparacioén entre los pacientes agrupados que desarrollaron SRIS/sepsis y aquellos que no la
desarrollaron. Se indican las medianas.

Los Ejemplos siguientes son meramente ilustrativos de la invencion. No deben interpretarse, en modo alguno, como
limitativos del alcance de la invencion.

Ejemplos

Caracteristicas de los pacientes

Se incluyeron en el estudio 48 pacientes (38 varones y 12 mujeres). La edad media de los pacientes era de 61 afios,
estando comprendida entre 19 y 87. Todos los pacientes habian ingresado en una division de cirugia toracica del
Medizinische Universitat Graz, Austria, para cirugia electiva. Treinta y siete pacientes se sometieron a cirugia
pulmonar debido a diversos tipos de carcinoma; 9 pacientes recibieron una esofagoectomia debido a un carcinoma
esofagico, 1 paciente se sometié a gastrectomia y 1 paciente se sometié a gastrectomia mas esofagoectomia
debido a quemadura quimica.

En todos los pacientes se inicié un tratamiento antibiético en la mafana del dia de la cirugia.
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En todos los pacientes se realizaron dos mediciones del nivel de linea base antes de la cirugia para determinar tanto
IL-6 como parametros de laboratorio rutinarios.

Se diagndstico el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) basandose en las definiciones de consenso
de la conferencia ACCP/SCCM (1992/2003), es decir, los pacientes diagnosticados de SRIS mostraban por lo
menos 2 sintomas de entre los siguientes:

a) un recuento de glébulos blandos superior a aproximadamente 12.000/ul o inferior a aproximadamente

4.000/l,

b) una temperatura corporal superior a aproximadamente 38°C o inferior a aproximadamente 36°C,

c) una tasa cardiaca superior a aproximadamente 90 latidos/minuto o una presion parcial de CO; inferior a

aproximadamente 32 mmHg, y

d) una tasa respiratoria superior a aproximadamente 20 respiraciones/minuto,

e) mas de aproximadamente 10% de globulos blancos inmaduros entre los glébulos blancos en el recuento.

De entre los 48 pacientes, 10 (21%) desarrollaron SRIS dentro de la ventana temporal de seguimiento del estudio.
De entre los 10 pacientes que mostraban signos clinicos de SRIS, tres presentaron ademas un cultivo sanguineo
positivo que confirmo la sepsis. Dos de los casos respondieron a un cambio del tratamiento antibiético aunque sélo
en un paciente se confirmo la infeccion mediante un cultivo sanguineo positivo. Cinco de 10 pacientes mostraron
signos de puramente SRIS sin infeccion durante el periodo de estudio. Uno de los pacientes desarrollé6 SRS poco
después del final de la ventana de seguimiento. A la luz de los resultados comentados posteriormente, lo anterior
demuestra que el diagndstico y prediccion basados en IL-6 no se limitan a la sepsis sino que también son aplicables
al SRIS.

Materiales y métodos

Se determiné la IL-6 mediante inmunoensayo ELISA de tipo sandwich basado en el ensayo de IL-6 Cobas Elecsys
de Roche (Roche, Mannheim, Alemania). Brevemente, se incubaron 30 ul de la muestra de plasma o suero con un
anticuerpo monoclonal biotinilado especifico de IL-6. Tras la adicién de un anticuerpo monoclonal especifico de IL-6
marcado con un complejo de rutenio y microparticulas recubiertas con estreptavidina, los anticuerpos formaron un
complejo de tipo sandwich con el antigeno de la muestra. A continuacién, se aspird la mezcla de reaccion en la
celda de medicién del dispositivo de electroquimioluminiscencia Elecsys en el que se capturaron magnéticamente
las microparticulas sobre la superficie del electrodo. A continuacion se eliminaron las sustancias no unidas utilizando
ProCell.

La aplicacién de un voltaje al electrodo seguidamente indujo una emisién quimioluminiscente que se midié con un
fotomultiplicador. Se determinaron los resultados con una curva de calibraciéon que se generé especificamente para
el instrumento mediante calibracion de 2 puntos y una curva maestra proporcionada por el cédigo de barras del
reactivo.

La concentracion de IL-6 determinada se analizé estadisticamente utilizando ensayos estadisticos estandares.

Segun el protocolo de estudio, se realizd un seguimiento de los pacientes incluidos con respecto a los signos
clinicos y de laboratorio de SRIS partiendo de 2 niveles de linea base obtenidos en dos puntos temporales, antes y
durante la cirugia. Tras la cirugia, se realizd6 un seguimiento estrecho de los pacientes extrayendo muestras de
sangre dos veces antes y cada 6 horas durante los 6 dias posteriores a la cirugia. En cada punto temporal en que se
extrajo la sangre, se registré el estado clinico segun los criterios establecidos de SRIS y sepsis.

Resultados

Inesperadamente, los valores de concentracion de IL-6 de los pacientes de SRIS/sepsis diferian significativamente
de los valores de mediana de los pacientes que no desarrollaron SRIS. Aunque los niveles de IL-6 se incrementaron
en todos los pacientes después del a cirugia, solo los pacientes del grupo de SRIS mostraron un gran incremento de
la concentracién de IL-6 respecto a sus niveles de linea base respectivos, mientras que los pacientes no de SRIS
s6lo mostraron un incremento de la concentracién de IL-6 de hasta 10 veces en comparacién con los niveles de
linea base respectivos (ver las figuras).

Caracteristicas de algunos de los pacientes de SRIS (ver las figuras 1y 2):

Las caracteristica de paciente del paciente n° 1 eran las siguientes: varén, edad 62 afos, carcinoma esofagico,
esofagectomia. Los parametros de laboratorio rutinarios y los valores de IL-6 antes de la cirugia eran poco
llamativos (niveles de linea base de IL-6 de 14,3 y 2,9 pg/ml). El primer dia tras la cirugia se midié un nivel de linea
base de 6,4 pg/ml de IL-6 al mediodia. El nivel de IL-6 seis horas después era de 2.279,00 pg/ml. Aunque los valores
se reducian con el tiempo, se mantuvieron elevados hasta el dia 6, con valores de aproximadamente 500 pg/ml. Los
signos clinicos de SRIS/sepsis solo se identificaron la primera vez el dia 4, cuando se documentaron un cultivo
sanguineo positivo que indicaba una infeccion bacteriana y una temperatura corporal incrementada de >38°C. El dia
6 la tasa cardiaca era de >90 latidos/minuto. Este caso demuestra convincentemente que el seguimiento estrecho y
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frecuente de IL-6 permite un diagnostico y deteccion tempranos de un riesgo elevado de desarrollar o sufrir SRIS
mucho antes de la aparicién de los signos y sintomas clinicos, dando soporte al diagndstico de SRIS o sepsis.

Las caracteristicas de paciente del paciente n® 2 eran las siguientes: varén, edad 81 afios, carcinoma en la union
esofagogastrica. Antes de la cirugia, el paciente presentaba un recuento leucocitario bajo. Antes de la cirugia, el
paciente presentaba un recuento leucocitario bajo. El segundo nivel de linea base era de hecho <4.000 gldbulos
blancos. El dia 1 después de la cirugia el paciente presentaba una temperatura corporal <360°C y una tasa
respiratoria >20/minuto. Se considerd que los dos signos sugerian SRIS. Simultaneamente los valores de IL-6 en la
linea base 1 eran de 1,6 pg/ml y en la linea base 2, de 37,9 pg/ml se incrementaron a 1.400,00 pg/ml. Aparte del
recuento de glébulos blancos, que se incrementd a >12 entre el dia 2 y el dia 6, s6lo se mantuvieron altos los
valores de IL-6 (hasta 500 pg/ml) hasta el dia 4 y después se redujeron lentamente. No se obtuvo ningun cultivo
sanguineo positivo, es decir, no se detecté ninguna infeccion relevante para la sepsis. Este caso demuestra que un
nivel de IL-6 superior al nivel de referencia permite un diagnoéstico y deteccion precoces de un riesgo elevado de
desarrollar o sufrir SRIS.

Las caracteristicas de paciente del paciente n°® 3 eran las siguientes: varén, edad 70 afios, cancer de pulmon,
neumonectomia. El paciente presentaba inicialmente (linea base 1) un recuento incrementado de glébulos blancos
de >12.000 aunque un valor normalizado en la linea base 2 una semana después. Los niveles de IL-6 de linea base
también se encontraban dentro del intervalo normal de 23,5 y 16,5 pg/ml. Durante todos los puntos temporales
posteriores a la cirugia, no aparecieron signos clinicos diferentes de un nivel de IL-6 elevado que apuntasen a SRIS
o sepsis. Tras el dia 2, el recuento de gldbulos blancos se incrementé a niveles de aproximadamente 13.000 y no se
redujo. La IL-6 se incrementé tras la cirugia a valores de entre 200 y 300 pg/ml con picos intermedios de 600 pg/ml e
incluso de 850 pg/ml en un punto de medicién. El dia 5 por la tarde el valor de IL-6 se incrementé subitamente a
3.994,00 pg/ml tras un valor de 148,6 pg/ml 6 horas antes. Dos dias después, mas alld de la linea temporal del
protocolo del estudio, el paciente desarrolld criterios de SRIS y desarrollé una condicion critica aunque pudo
estabilizarse. Ningun otro parametro de laboratorio o clinico aparte de IL-6 habia indicado el empeoramiento agudo
del paciente. De acuerdo con lo anterior, el estrechamiento estrecho de IL-6 inesperadamente permitié la deteccion
precoz de un riesgo elevado de desarrollar SRIS o sepsis que permitié una intervencién terapéutica precoz.

Las caracteristicas de paciente del paciente n°® 4 eran las siguientes: hembra, edad 50 afios, condrosarcoma,
metastasis en el pulmén, neumonectomia. El recuento RGB en la linea base y durante el periodo de estudio
completo de 6 dias se encontraban en el intervalo normal con un valor maximo de 11.000 el dia 4. IL-6 se
incremento ya durante la cirugia (linea base 2) hasta un valor de 282,7 pg/ml. En la primera medicién tras la cirugia
(dia 1/1) IL-6 se incrementd a 1.079 pg/ml y 6 horas después alcanzé un pico de 2.771 pg/ml. Desde ese punto
temporal los valores se redujeron continuamente a valores de aproximadamente 70 pg/ml al final del periodo de
estudio. Los criterios de SRIS temperatura>38°C y TC>90/min aparecieron en este paciente en los mismos puntos
temporales en que IL-6 alcanzaba los valores mas altos, lo que confirma que IL-6 es un marcador precoz fiable de
SRIS.

Caracteristicas de paciente del paciente n° 5: varén, 19 afios, quemadura quimica de es6fago y estomago. En linea
base antes de la cirugia todos los parametros se encontraban en un intervalo normal. IL-6 se incrementé ligeramente
hasta 67,4 pg/ml durante la cirugia, momento en el que se extrajo la segunda muestra de sangre de linea base. La
siguiente muestra de sangre extraida 6 horas después (dia 1/1) ya mostraba un valor de IL-6 superior a 700 pg/ml
que se incrementd adicionalmente a mas de 1.000 pg/ml durante los dias siguientes (dias 1/1-3/1). Se registraron
signos clinicos de SRIS (tasa cardiaca>100/min. y tasa respiratoria>20/min.) desde el dia 5/2 hasta el final del
periodo de estudio (dia 6/2).

Caracteristicas de paciente del paciente n°® 6: mujer, edad 60 afios, lobectomia tras céncer de pulmén. En ambos
niveles de linea base todos los parametros se encontraban en el intervalo normal. El primer valor de IL-6 después de
la cirugia (dia 1/1) mostré un incremento de practicamente 500 pg/ml. Los niveles de IL-6 se incrementaron durante
todo el periodo de estudio, mostrando niveles de entre 550 y 150 pg/ml. Los leucocitos se incrementaron
significativamente y alcanzaron niveles >20x10 a partir del dia 1/4 y posteriormente. Conjuntamente con un
incremento de la temperatura corporal a >38°C se registr6 como SRIS. Tras dos puntos temporales la temperatura
corporal volvié a la normalidad pero se incrementé una vez mas el dia 6/2.

Caracteristicas del paciente n°® 7: varén, edad 48 afios, cancer de pulmén, neumectomia. Inicialmente, en la linea
base, todos los parametros se encontraban en el intervalo normal. Ya en el segundo punto temporal de linea base el
paciente mostraba una tasa cardiaca incrementada >100/min. que persistid6 en practicamente todos los puntos
temporales del estudio. El 11-6 se incrementé significativamente el dia 1/1 hasta un valor de practicamente 400
pg/ml y cayé posteriormente a valores moderadamente incrementados de aproximadamente 70 pg/ml durante los
siguientes 7 puntos temporales de muestreo. El dia 4/1 IL-6 empezd a incrementarse nuevamente, alcanzando
valores superiores a 500 pg/ml. Se registraron signos clinicos de SRIS (tasa cardiaca>100/min. y tasa
respiratoria>20/min.) a partir del dia 5/2 hasta el final del estudio, el dia 6/2.

Caracteristicas de los pacientes no de SRIS (ver las figuras 1y 3 a 5).
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Treinta y ocho de los 48 pacientes que no desarrollaron SRIS o sepsis segun las definiciones manifestaron hasta un
Unico sintomas de SRIS durante el periodo de observacion en un determinado punto temporal pero nunca dos o mas
y, por consiguiente, estos pacientes fueron diagnosticados como no afectados de SRIS. Los valores de IL-6 de linea
base eran comparables al de los pacientes de SRIS. Tras la cirugia, todos los pacientes no de SRIS presentaban un
ligero incremento de los valores de IL-6, algunos hasta aproximadamente 100 pg/ml, algunos hasta 400, uno con un
unico pico de 900 pg/ml, pero no mostraron la elevacion drastica de niveles de IL-6 observados en el grupo de
pacientes de SRIS. El pequefio incremento observado de los niveles de IL-6 en los pacientes no de SRIS se
encuentra dentro del intervalo esperable considerando la gravedad de la cirugia realizada. Basandose en el
resultado (ninguna aparicion de SRIS o sepsis) en estos pacientes, los datos confirman que los pacientes
presentaban un riesgo bajo de sufrir o desarrollar SRIS o sepsis.
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REIVINDICACIONES

1. Método para la deteccion o diagnostico del riesgo de desarrollar un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) o sepsis en un paciente humano asintomatico tras un tratamiento invasivo, comprendiendo dicho
método las etapas de:

a) determinar el nivel de IL-6 o de una variante de la misma, que presenta una identidad de secuencia respecto a
la molécula de la IL-6 humana de por lo menos 80% a lo largo de la longitud completa de la IL-6 humana en una
muestra de sangre, plasma o suero aislada de un paciente después de dicho tratamiento invasivo,
b) comparar el nivel de IL-6 o de dicha variante de la misma determinada en la etapa a) con un nivel de
referencia, en el que dicho nivel de referencia se calcula multiplicando un nivel de linea base de IL-6 por un factor
de por lo menos 50, en el que dicho nivel de linea base se ha obtenido del paciente antes, durante o en las seis
horas posteriores a dicho tratamiento invasivo, y
c) detectar o diagnosticar el riesgo de desarrollar un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o
sepsis,
en el que las etapas a) y b) se repiten para cada muestra, y en el que dichas muestras en la etapa a) se aisla a
intervalos periddicos durante un periodo de entre 3 y 10 dias, encontrandose comprendidos dichos intervalos entre
15 minutos +/- 20% y 12 horas +/- 20%, y
en el que el nivel determinado en la etapa a) superior al nivel de referencia indica que el paciente humano presenta
un riesgo elevado de desarrollar SRIS o sepsis.

2. Método segun la reivindicacién 1, en el que el paciente humano asintomatico es un paciente que manifiesta
menos de 2, preferentemente menos de 1 sintoma de entre a) a d) a continuacion, preferentemente de entre a) a e)
a continuacion:

a) recuento de globulos blancos superior a 12.000/ul +/- 20% o inferior a aproximadamente 4.000/ul +/- 20%,
b) temperatura corporal superior a 38°C +/- 20% o inferior a 36°C +/- 20%,
c) tasa cardiaca superior a 90 latidos/minuto +/- 20% o una presioén parcial de CO; inferior a aproximadamente 32
mmHg +/- 20%, y
d) tasa respiratoria superior a 20 respiraciones/minuto +/- 20%,
e) mas de 10% de gldbulos blancos inmaduros entre los glébulos blancos en el recuento,
opcionalmente el paciente no manifiesta una infeccion diagnosticada.

3. Método segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el intervalo habitual es de entre 1 y 6 horas +/- 20%,
preferentemente es de entre 1 hora +/- 20% y 3 horas +/- 20%.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el nivel de referencia se obtiene
multiplicando el nivel de linea base de IL-6 o de dicha variante del mismo por un factor de por lo menos 100 +/- 20%,
preferentemente por un factor de por lo menos 500 +/- 20% o por un factor de por lo menos 1.000 +/- 20%.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el nivel de IL-6 o de de dicha variante de
la misma en la muestra se determina con un anticuerpo que se une a IL-6, o con un fragmento Fav, Fab o F(ab), del
mismo.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el paciente humano asintomético es un
paciente que se somete a un intervencion quirurgica.

7. Utilizacion de un anticuerpo que se une a IL-6, o un fragmento Fv, Fab o F(ab). del mismo, en un método
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.
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