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ADN Acido desoxirribonucleico

APACHE Il Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1|
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TNF Factor de necrosis tumoral

ucl Unidad de cuidados intensivos

VMI Ventilacién mecanica invasiva

VN Valores normales

VRS Virus respiratorio sincitial






Resumen







Resumen

La neumonia adquirida en la comunidad es una de las patologias que causa mas
morbimortalidad a nivel mundial, aproximadamente el 10% de los pacientes con neumonia
desarrollan enfermedad grave que requiere el ingreso en UCI. Un tercio de las neumonias son
producidas por virus, siendo el mas frecuente el virus de la gripe, aunque los nuevos métodos
de diagndstico molecular estan permitiendo diagnosticar cada vez mas neumonias causadas

por virus distintos al gripal (rinovirus, virus respiratorio sincitial, etc.)

En el afio 2009 aparecié un nuevo virus gripal, el virus A/HIN1pdm09, el cual causo una
pandemia durante la temporada 2009-10 y en la temporada siguiente se estacionalizo siendo
el responsable de la epidemia anual gripal en Europa. En este trabajo se reclutaron pacientes
con neumonia viral grave durante la temporada postpandémica (2010-2011) con el objetivo de
estudiar el papel que juega el sistema inmune en la gravedad y mortalidad de la neumonia
virica grave, asi como analizar los factores diferenciales segun la etiologia de la neumonia. Para
lograr estos objetivos se midieron los niveles de diversas citoquinas, de todos los isotipos de

inmunoglobulinas y de todas las subclases de la IgG en el plasma de los pacientes.

Los pacientes con neumonia gripal grave presentan frecuentemente inmunosupresion previa.
Los niveles de citoquinas en el plasma de los pacientes se encuentran elevados mientras que
por el contrario, sus niveles de inmunoglobulinas estan disminuidos. Dentro de las
inmunoglobulinas, la IlgM y la 1gG2 juegan un papel protector, ya que los pacientes con
menores niveles de estas inmunoglobulinas muestran menor tiempo de supervivencia.

Ademas los niveles de IgM en plasma son un factor predictor de mortalidad.

La neumonia grave por virus distintos al gripal ha sido escasamente estudiada. Este trabajo ha
permitido definir importantes caracteristicas sobre los pacientes afectados por esa patologia,
como son que presentan mayor edad que los pacientes infectados por el virus gripal y un peor
estado basal con numerosas comorbilidades, pese a lo cual la tasa de mortalidad es muy
inferior a la de la neumonia gripal. Por primera vez se han identificado dos citoquinas, MCP-1y
MIP-1B, y una inmunoglobulina, IgA, cuyos niveles permiten diferenciar si el paciente esta

infectado por el virus de la gripe u otro virus.
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Introduccion

Neumonia adquirida en la comunidad

Las infecciones respiratorias del tracto respiratorio inferior y principalmente la neumonia, son

la tercera causa de mortalidad a nivel mundial (1).

La neumonia se define como la respuesta inflamatoria del parénquima pulmonar a la invasiéon
por agentes externos infecciosos del tracto respiratorio inferior y pulmén que condiciona la

exudacion y condensacion del espacio aéreo en dicho tejido (2).

Segun el lugar de adquisicidn, las neumonia se clasifican como neumonia adquirida en la

comunidad (NAC), neumonia nosocomial y neumonia asociada al cuidado sanitario (2).

La neumonia puede ser causada por bacterias, virus, hongos o parasitos (3). La frecuencia
relativa de cada agente etioldgico varia de acuerdo a numerosos factores, tales como la edad
del paciente, la existencia de enfermedades asociadas y el contexto en el que se adquiere la
infeccidn (comunidad, hospital, residencia de ancianos, etc.) entre otros. Estos factores
influyen en la presentacion clinica, las imagenes radioldgicas, condicionan la seleccién del
tratamiento, son determinantes en la evolucidn, las complicaciones y el pronéstico de la

enfermedad.

La clinica de la neumonia se caracteriza por fiebre, sintomatologia respiratoria variable y
aparicion de infiltrados en la radiologia. Por lo tanto es una entidad de diagndstico clinico,

radioldgico y evolutivo (3).

En las edades extremas de la vida su incidencia es mayor que en el resto de la poblacién,
siendo los pacientes mayores de 65 afios los que presentan las consecuencias mas graves.
Representa un problema relevante en salud publica, tanto en sus aspectos sociales como
econdmicos: elevada morbimortalidad, altas tasas de hospitalizacidn, estancia hospitalaria

prolongada y costes elevados.
Epidemiologia

En los Estados Unidos (EE.UU.) se diagnostican mas de 2 millones de casos de NAC anuales,
gue conllevan 500.000 hospitalizaciones y 45.000 muertes, siendo la sexta causa mas comun

de muerte en ese pais (4). En Europa la incidencia de NAC oscila entre 1.07-1.7 casos por 1.000
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habitantes/afio y aumenta con la edad siendo de 14 casos por 1.000 habitantes/afio en adultos

mayores de 65 afios (5).

La incidencia en Espafia oscila entre 3 y 8 casos por 1.000 habitantes/afio, requiriendo
aproximadamente el 4% de ellas ingreso en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). La
mortalidad global de la NAC esta alrededor del 10% (6), aunque en pacientes graves se eleva

hasta el 20% (7).

En Europa el coste anual de la neumonia es de 10 billones de euros anuales. De los cuales 5.7
corresponden a los pacientes hospitalizados, 0.5 a los pacientes ambulatorios, 0.2 a
medicacion y 3.6 a costes indirectos como la pérdida de dias de trabajo (8). A este respecto, las
infecciones respiratorias viricas causan mayor pérdida de dias de trabajo que cualquier otra

infeccion (9).

La incidencia de la NAC presenta variacidon estacional siendo mas frecuente durante el

invierno. El ratio de neumonia es mas alto en hombres que en mujeres (10).

Patogénesis

Los pulmones estan constantemente expuestos a una mezcla de gases, particulas y
microorganismos que se encuentran en el aire inspirado. Ademas los microorganismos
presentes en la cavidad oral frecuentemente alcanzan las vias respiratorias superiores por
microaspiracion. Sin embargo el tracto respiratorio inferior suele permanecer estéril gracias a

los diversos mecanismos de defensa del aparato respiratorio.

El desarrollo de una infeccién pulmonar aguda indica o bien un defecto en las defensas, la
exposicion a un organismo altamente virulento o a un inoculo muy elevado (11,12). Los
microorganismos patdgenos alcanzan las vias respiratorias inferiores por aspiracion desde las
vias superiores, inhalacién de aerosoles o diseminacién hematdgena, siendo este uUltimo
mecanismo el menos frecuente (13) y vinculado solo a microorganismos que posean esta

capacidad hematégena.

Sistemas de defensa pulmonares: Los mecanismos de defensa respiratorios incluyen

mecanismos innatos y adaptativos, como son la existencia de barreras anatdmicas y

mecanicas, inmunidad humoral, celular, etc.
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Algunos factores interfieren en estos mecanismos y deber ser tenidos en cuenta para entender
la patogenia de esta infeccidn, como son las alteraciones en el nivel de vigilia (pueden
comprometer el cierre epigldtico y conducir a la aspiracion del contenido de la orofaringe), la
exposicion al humo del tabaco (altera la funcidon mucociliar y la actividad macrofagica), las
manipulaciones sobre la via digestiva y respiratoria (intubacién orotraqueal, colocacion de
sonda nasogdstrica, fibroscopias,...), la edad (por inmadurez del sistema inmune en nifios o por
inmunosenescencia en ancianos), las alteraciones en la produccién de inmunoglobulinas, los

trastornos subyacentes del aparato respiratorio, etc. (3).

Clinica

Desde el punto de vista clinico clasicamente se ha diferenciado la neumonia en neumonia
tipica o bacteriana, y atipica. Pese a que en la actualidad se pone en duda la especificidad
global de los signos y sintomas con respecto a una etiologia determinada, se considera util

mantener los citados subgrupos con fines didacticos (3).

La neumonia tipica, causada habitualmente por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, bacilos gramnegativos o Staphylococcus aureus, es un cuadro de evolucién aguda
caracterizado por compromiso del estado general, fiebre, escalofrios, tos, expectoracién
purulenta y dificultad respiratoria, asociado en el examen fisico a taquicardia, taquipnea,
fiebre, y signos focales en el examen pulmonar: disminucién del murmullo pulmonar,

crepitaciones, etc. (14).

La neumonia atipica se describe en 1938 por Reimann (15) en un grupo de pacientes que
presentaba un cuadro clinico atipico en el cual episodios que comenzaban como una
enfermedad respiratoria leve avanzaban hacia neumonia con disnea y tos sin expectoracién. La
neumonia atipica se caracteriza por una disociacién clinico-radioldgica. Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydophila pneumoniae, Legionella pneumophila, y los virus respiratorios son
los agentes etioldgicos que causas con mas frecuencia neumonia atipica (13). El cuadro en este
caso suele iniciarse de modo insidioso con cefalea, astenia, escasa afectacion del estado
general, tos seca o con escasa expectoracion, fiebre y dolor toracico retroesternal que
aumenta con la tos. Son frecuentes los sintomas extrarrespiratorios como nauseas, vomitos,
exantema cutaneo, artromialgias, etc. La auscultacidon pulmonar revela la presencia de
crepitantes finos, aunque puede ser normal. En la radiografia se observa un patrdn intersticial.

Los lébulos inferiores son los que se afectan mas frecuentemente (3).
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Una mencién especial merece la neumonia en ancianos. La presentacion clinica se caracteriza
por menor sintomatologia que ademas es menos especifica. En ocasiones se presentan con
taquicardia inexplicable y trastornos en el nivel de vigilia sin fiebre. La radiologia puede
presentar opacidades tenues lo cual dificulta el diagndstico. La curacion y la resolucion
radioldégica son mas lentas, el prondstico depende del retraso en el inicio del tratamiento, de la

etiologia y la presencia de comorbilidades (3).

Neumonia grave

Aproximadamente el 10% de los pacientes con NAC desarrollan enfermedad grave, la cual se
define por admisién en UCI por la presencia de shock que requiera vasopresores o insuficiencia

respiratoria que requiera ventilacion mecanica (7).

La identificacidon temprana de los pacientes en riesgo de desarrollar neumonia grave es
esencial ya que estos pacientes presentan mayor mortalidad y requieren mas tratamiento de
soporte. Ademas el patrén de microorganismos causantes de neumonia grave difiere del
patrén encontrado en casos leves por lo que el tratamiento empirico debe ser distinto.
Algunos factores asociados con neumonia grave son la edad, presencia de comorbilidades,

terapia antibidtica inadecuada o tardia y factores genéticos (16) .

Etiologia

Mads de 100 microorganismos, incluyendo bacterias, virus, hongos y pardsitos, pueden causar
NAC. Aunque la lista de posibles agentes etioldgico es amplia, hay algunos en los que la
deteccidn es especialmente importante ya que presenta una mayor importancia
epidemioldgica, enfermedad mds grave o requieren tratamientos distintos a los regimenes

estandar, entre estos se incluyen Legionella spp., virus de la gripe, SARM, etc. (17).

El patégeno mas frecuentemente aislado en la NAC es el Streptococcus pneumoniae. Otros
agentes comunes son los virus respiratorios, Mycoplasma pneumoniae, y Legionella spp.
Chlamydophila pneumoniae suele aparecer series como la cuarta o quinta causa mas comun.
Las bacterias relacionadas con neumonias atipicas (M. pneumoniae, Legionella spp, C.
pneumoniae, Chlamydophila psittaci) con frecuencia no son identificadas en la practica clinica
al no existir test especificos, rapidos o estandarizados para su deteccidn, con la excepcidn de

Legionella pneumophila (10).
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El uso de técnicas de diagndstico molecular como la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa), la cual presenta mayor sensibilidad que las técnicas clasicas como el cultivo viral o
la deteccion de antigeno, ha permitido aumentar el diagndstico de virus en la NAC, llegandose
a documentar la presencia de virus en aproximadamente un 30% de los casos (18-20). El virus
mas frecuentemente identificado es el virus de la gripe(18,21,22). Otros virus comunes son el

virus respiratorio sincitial (VRS), adenovirus o virus parainfluenza (18).

Staphylococcus aureus, Enterobacterias, y Pseudomonas aeruginosa son patégenos frecuentes
en situaciones especiales, como después de padecer gripe, después de recibir tratamiento

antibidtico, o en pacientes con comorbilidades pulmonares (10) .

La frecuencia de otros agentes etioldgicos, como Mycobacterium tuberculosis, C. psittaci
(psitacosis), Coxiella burnetii (fiebre Q ), Francisella tularensis (tularemia), y hongos
(histoplasmosis, coccidioidomicosis, blastomicosis) varia segun el contexto epidemioldgico

(10).
Gripe y otros virus causantes de neumonias

Aungque el virus de la gripe continua siendo la principal causa viral de NAC en adultos, hay
otros virus que son comunes en esta patologia, como el VRS, adenovirus o virus parainfluenza,
asi como otros virus menos comunes, incluyendo el metapneumovirus humano, herpesvirus,
coronavirus, o virus del sarampién. A continuacion repasaremos las caracteristicas generales

de los virus mencionados en esta tesis.

Gripe

Introduccion

La gripe es una de las infecciones viricas de mayor importancia actualmente. La pandemia de
gripe mas famosa es la denominada “Gripe Espafiola”, que ocasioné el fallecimiento de
alrededor de 40 millones de personas entre 1918 y 1919. De hecho, murieron mas personas

debido a la gripe durante dicho periodo que en la Primera Guerra Mundial. (23).
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Los virus de la gripe son virus con tropismo respiratorio principalmente que provocan
sintomatologia respiratoria y los cldsicos sintomas gripales de fiebre, malestar, cefalea 'y
mialgias. Epidemioldgicamente se caracterizan por presentarse en forma de brotes o picos
epidémicos estacionales principalmente en época invernal. La neumonia gripal primaria se
desarrolla cuando la infeccion afecta al pulmdn, y en muchas ocasiones cursa como una

infeccidn grave (10).

Los periodos epidémicos varian en pocos meses en su periodo de presentacion anual. Este
patrén de presentacion estacional anual refleja los cambios que se producen en los
componentes antigénicos del virus, y su diseminacién depende de multiples factores,
incluyendo transmisibilidad del virus y susceptibilidad de la poblacién. En particular los virus de
la gripe A, tienen una gran capacidad de desarrollar cambios periddicos en sus glicoproteinas
de membrana, la hemaglutinina y la neuraminidasa (24) que se conocen como variantes

menoresy variantes mayores.

Clasificaciéon y morfologia

Los virus de la gripe pertenecen a la familia Orthomyxoviridae, la cual incluye cinco géneros,
siendo el virus de la gripe Ay el virus de la gripe B las dos especies mas importantes en

patologia humana (Tabla 1).

El nombre Orthomyxoviridae hace referencia a la afinidad que presentan por la mucina,
mucoproteina presente en el moco de diversas secreciones, en algunos receptores epiteliales,

en la membrana de los hematies y en el suero (de ahi su capacidad hemaglutinante)(25).
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Género Especie Subtipo Huésped
Influenzavirus A Gripe A H1N1, HIN2, H2N2, H3N1, Humanos, aves,
H3N2, H3NS8, H5N1, H5N2, otros mamiferos
H5N3, H5N8, H5N9, H7N1, (cerdo, caballo...)
H7N2, H7N3, H7N4,
H7N7,HIN2, HION7
Influenzavirus B Gripe B Humanos, focas
Influenzavirus C Gripe C Humanos, cerdos y
perros.
Isavirus Virus de la Salmo salar (Salmon
Anemia del Atlantico).
Infecciosa del
Salmoén
Thogotovirus Thogoto virus  Thogoto virus Garrapatas,
Mosquitos,
Dhori virus Batken virus, Dhori virus Mamiferos
(incluyendo
humanos)

Tabla 1: Clasificacion de los virus de la familia Orthomyxoviridae.

Son virus de tamafio medio, ARN monocatenario fragmentado y simetria helicoidal. Los
viriones tienen un didmetro de 80 a 120 nm, son pleomérficos pero tienden a adquirir una
forma esférica o filamentosa en funcién de la cepa y el tipo de célula hospedadora. Estan
provistos de una membrana de envoltura lipidica derivada de la membrana plasmatica de la

célula infectada (26).
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HEMAGLUTININA

NEURAMINIDASA —

ENVOLTURA LIPIDIC

PROTEINA M1

RNA-POLIMERASA

RNA y NUCLEOPROTEINA
PROTEINA NS2

Figura 1: Estructura del virus de la gripe (Modificado de R. Ortiz de Lejarazu).

En la superficie interna de la envuelta se encuentra el armazén proteico del virus, compuesto
principalmente por la proteina matriz M1, a la que se asocia la proteina NEP (Nuclear Export

Protein), implicada en la exportacién de las ribonucleoproteinas (RNPs) al citoplasma (27).

Atravesando la membrana lipidica encontramos la glicoproteina M2, que forma un canal idnico
necesario para la infectividad viral (28) debido a que facilita la acidificacion interna del virus,

paso decisivo para iniciar la replicacién viral.

Por fuera en la estructura y ancladas en la envoltura, a modo de proyecciones, se disponen dos
tipos de glicoproteinas, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). La glicoproteina NA
forma un homotetramero (29) con forma de seta, mientras que la HA forma un homotrimero

(30) y su estructura termina en una forma globular.

La HA es el componente glicoproteico mas importante constituyendo el 25 % de las proteinas
viricas. Es la responsable de la fijacidn del virus a los receptores mucoproteicos de las células
del epitelio respiratorio y de la fusién entre la envoltura virica y la membrana celular. Es uno
de los principales antigenos del virus siendo el desencadenante fundamental de la produccidn

de anticuerpos neutralizantes protectores (31).
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La NA es una N-acetilneuraminilhidrolasa, enzima que cataliza la liberacidn del acido N-
acetilneuraminico, componente de todas las mucinas. Su funcidn principal es la liberacién de
las particulas virales de las mucosas permitiendo el ingreso del virus en la célula asi como la
liberacién y difusién de nuevos viriones y apoptosis celular. Al igual que la HA, contiene

determinantes antigénicos especificos de cada cepa (31).

En el interior del virién se encuentra la nucleocapside de simetria helicoidal, constituida por 8
segmentos de ARN asociados a la polimerasa viral y multiples copias de una nucleoproteina
(NP) formando lo que se conocen como ribonucleoproteinas (RNPs). En estas RNPs la
estructura basica estd formada por un fragmento de RNA monocatenario de polaridad
negativa superenrollado asociado a la nucleoproteina (NP) y la polimerasa viral — un trimero
formado por la proteina basica 1 (PB1), la proteina basica 2 (PB2) y la proteina acida (PA) —,
gue constituyen el complejo enzimatico viral encargado de la sintesis del ARN o ARN

polimerasa (32).

Las ocho ribonucleoproteinas (RNPs) contienen aproximadamente 13.500 nucleétidos y
codifican las 10 proteinas virales esenciales mencionadas asi como al menos siete proteinas

accesorias (33).

Variaciones antigénicas

Los virus gripales poseen dos clases de antigenos: los antigenos internos especificos de tipo:
NPy M, y los antigenos superficiales especificos de subtipo dependientes de la hemaglutinina

(antigeno H) y de la neuraminidasa (antigeno N) (34).

La variabilidad antigénica es caracteristica de los virus de la gripe Ay se debe a que estos virus
ARN tienen mecanismos de mutacién, recombinacidén y reordenamiento genético que les
permiten exhibir una mayor o menor virulencia y patogenicidad e incluso la capacidad de
atravesar las barreras de susceptibilidad inter-especies (35). Los virus de la gripe B tienen
variantes menores pero no mayores, habiéndose descrito Unicamente cambios en la

hemaglutinina (24).
La frecuencia de mutacién de los virus de la gripe es de 1:100.000/nucledtidos. Estas nuevas

variantes obtienen una ventaja evolutiva ya que los anticuerpos existentes no pueden

neutralizar al virus.
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La variabilidad antigénica de los virus gripales sigue dos formas, una constante llamada deriva
antigénica (antigenic drift) en la que intervienen de un lado la capacidad de mutacion del virus
y de otro la seleccién natural de sus huéspedes humanos que da lugar a las variantes menores.
Las variaciones menores suponen la aparicion de una cepa frente a la cual la poblacién
presenta una inmunidad parcial por exposiciones previas a las cepas originales. Las epidemias

anuales de gripe se producen como consecuencia de estas variaciones menores (36).

La otra forma de variabilidad la constituyen las variantes mayores (salto antigénico o antigenic
shift) que implican la aparicidon de una cepa antigénicamente nueva. Si estos cambios se dan en
genes que codifican para la HA o la NA la cepa resultante puede extenderse rdpidamente y
provocar una gran morbilidad y mortalidad en toda la poblacién, incluyendo poblacidn joveny
sana, ya que la inmunidad previa existente no es capaz de frenar el desarrollo de la infeccién.
Estos cambios antigénicos son responsables del origen de la grandes pandemias de gripe de la

historia (35), incluyendo la pandemia del 2009.

Las variaciones mayores se producen por fendmenos de reordenamiento genético o de salto
de barrera de especie. El reordenamiento consiste en un intercambio de genes de virus que
coinfectan la misma célula. Si el reordenamiento se produce entre virus humanos y animales el
resultado puede ser una cepa pandémica, esto ocurrio con las cepas que causaron las

pandemias del 57, 68 y 2009 (24).

El segundo caso (salto de barrera de especie) se trata de una trasmisién directa a humanos sin
intermediarios. La mayor parte de estas transmisiones inter-especie no prosperany
simplemente causan brotes ocasionales aislados (37,38)o casos esporadicos durante largos

periodos de tiempo.
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Hasta la fecha se conocen 17 HA y 10 NA distintas (Tabla 2).

Subtipo Hospedadores predominantes Subtipo | Hospedadores predominantes
H1 Humanos, cerdos, aves N1 Humanos, cerdos, aves
H2 Humanos, cerdos, aves N2 Humanos, cerdos, aves
H3 Aves, humanos, cerdos, caballos N3 Aves

H4 Aves N4 Aves

H5 Aves (humanos) N5 Aves

H6 Aves N6 Aves

H7 Aves, caballos (humanos) N7 Caballos, aves

H8 Aves N8 Caballos, aves

H9 Aves (humanos)

H10-H16 | Aves N9 Aves

H17 Murciélago N10? Murciélago

Tabla 2: Hospedadores naturales de los virus de la gripe A (modificado de (34)).

Epidemiologia y Patogenia

El virus de la gripe infecta principalmente células epiteliales del tracto respiratorio superior e
inferior. Las particulas virales se adhieren a su receptor celular, el acido sidlico, que es

reconocido por la HA (30).

La gripe es una enfermedad altamente transmisible y de distribucion mundial. Se presenta

anualmente en forma de epidemias de unas ocho- diez semanas de duracién (39).

En climas templados las epidemias se producen en invierno (40). Normalmente se detecta una
cepa mayoritaria o predominate, pero es posible la convivencia de dos cepas diferentes, o
incluso 2 subtipos (por ejemplo A/HIN1 y A/H3N2) o 2 tipos distintos (A y B) en proporcién
variable (13).

Durante una epidemia se infectan entre el 10 y el 20% de las personas no vacunadas. La
transmisidn se puede producir por contacto (directo o indirecto), aerosoles (particulas >10 um)

o por via aérea (particulas <5 um), siendo las dos primeras vias las mas comunes (41).

El primer signo de comienzo de la epidemia gripal generalmente se da en poblacidn pediatrica,
con un aumento de los casos de enfermedad respiratoria febril. Posteriormente comienzan a

aparecer cuadros gripales en adultos, tras lo cual aumentan los ingresos hospitalarios por
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neumonia, exacerbaciones de EPOC e insuficiencia cardiaca congestiva. En esa fase también es
llamativo el aumento del absentismo tanto laboral como escolar. Un indicador muy especifico

pero tardio de gripe es el aumento de la mortalidad por neumonia (13).

Las pandemias son brotes que se asocian a la aparicidn de un virus nuevo contra el que la
mayoria de la poblacion carece de inmunidad, existe transmisién de persona a personay se
detectan epidemias en varias regiones distantes del planeta al mismo tiempo (42). Las
pandemias gripales pueden aparecer fuera de la estacionalidad habitual, incluso en los meses
de verano. Las tasas de ataque son altas en todos los grupos de edad, destacando un aumento

de la mortalidad entre adultos jévenes respecto a las epidemias anuales (13).

Las epidemias mas importantes descritas en el siglo pasado y que alcanzaron caracteristicas de
pandemias fueron la denominada “Gripe Espafiola” en el afio 1918 (H1N1), la “Gripe Asidtica”
en 1957 (H2N2) y la “Gripe Hong Kong” en 1967 (H3N2). La pandemia del afio 1918 fue la que

registré un mayor nimero de muertos (34).

Pandemia de 2009

En marzo de 2009 se detectd en México un aumento de neumonias de origen viral, con
sintomas similares a los producidos por la gripe. Al mismo tiempo los Centros para el Control y
la Prevencién de Enfermedades de Estados Unidos (CDC) declararon el descubrimiento de una

nueva cepa del virus de la gripe en dos nifios californianos (43).

Esta nueva cepa se identificod posteriormente como una cepa de gripe A HIN1 procedente de
un reordenamiento genético de virus humanos, aviares y porcinos (44,45). Los primeros

estudios indicaron que se trataba de un virus de baja virulencia y alta transmisibilidad (46).

La expansion del virus fue rapida y en junio la OMS declaré el nivel de alerta pandémica de
fase 6, después de confirmarse mas de 27.000 casos en 74 paises, con un total de 141
fallecidos (42). Este fue el inicio de la primera pandemia gripal del siglo XXI (47).En agosto del
2010, la OMS declara el final de la pandemia, hubo casos confirmados en mas de 200 paises y

mas de 18.000 fallecidos (48).
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La circulacion del virus A/HIN1pdm0Q9 en Espaiia se detectd por primera vez en la semana
21/2009 (del 24 al 30 de mayo de 2009) en la red centinela de Madrid, propagandose después

al resto del territorio espafiol

Tras la pandemia de 2009, el virus (denominado ahora como virus A/HIN1pdmOQ9), se ha
estacionalizado y continua circulando en humanos causando epidemias estacionales de

distinta intensidad.

Temporada postpandémica 2010-2011

En Estados Unidos y Canad3, la temporada de gripe estacional comenzd en noviembre, siendo
el virus A(H3N2) el mayoritario, aunque en EE.UU. también se detectaron virus de la gripe By

virus pandémico.

En Europa y Oriente Medio, por el contrario, el virus pandémico fue el predominante (49). En
Europa la temporada gripal comenzé en diciembre en Inglaterra. El 75% de los casos se

debieron al virus pandémico y el 20% a virus de la gripe B.

El porcentaje fue similar en Espafia, con un 72% de casos debidos a virus pandémico y un 27%
a virus B. En otros paises el porcentaje de virus pandémico fue muy superior, llegando por

ejemplo al 98% en Grecia (50).
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Influenza A(H3) — [ Influenza A (not subtyped) — Virus Influenza A(H1N1) 2009 — W !nfluenza type-b — Virus grippal

Virus grippal A(H3) grippal A (non sous-typé) Virus grippal A(H1N1) 2009 de type b

Figura 2: Deteccion semanal de virus gripales en Europa (norte y oeste), mayo 2010-Abril

2011. (49).

En Asia la temporada comenzo a finales de octubre, en las primeras semanas practicamente
todos los casos estaban causados por virus A(H3N2), pero los aislamientos de virus pandémico
fueron aumento al avanzar la temporada. Por ejemplo en Taiwan finalmente el 45% de los

casos fueron causados por virus pandémico, y 46% por virus H3N2 (50).

En Espafia en la temporada postpandémica, a diferencia de la temporada pandémica, los
pacientes presentaban mayor edad media y mas comorbilidades. Este comportamiento
probablemente se debid a que en esta temporada gran parte de la poblacién presentaba ya
inmunidad frente al virus, bien por vacunacién o bien por haber padecido la infeccién la
temporada previa, por lo que el virus encontraba menor poblacién susceptible y la infeccidon
era mas comun en pacientes con algun tipo de alteracién inmunoldgica (51). Es llamativo el
porcentaje de pacientes no vacunados entre los pacientes graves, que en algunas series

alcanzo el 92.6% (52).
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Clinica

=  Gripe no complicada

En la mayoria de las ocasiones la gripe cursa como un cuadro autolimitado de unos 5 dias de
duracidn que afecta a vias aéreas superiores. El cuadro comienza tras un periodo de
incubacién de 1 a 2 dias y cursa con fiebre, escalofrios, cefalea, mialgias, malestar general y
anorexia. Los sintomas sistémicos vy la fiebre suelen durar unos 3 dias. Los sintomas
respiratorios — tos seca, dolor faringeo, obstruccidn nasal o rinorrea— aunque aparecen al
comienzo de la enfermedad suelen verse eclipsados por los sintomas sistémicos. Este
predominio de los sintomas sistémicos es una caracteristica tipica de la gripe y ayuda a su
diagndstico diferencial con otras infecciones virales de las vias respiratorias altas. En poblacion
anciana el cuadro puede presentarse con fiebre y confusion, con pocos o ningtin sintoma
respiratorio. En adultos sanos, los sintomas pueden variar ampliamente desde la presentacion

sintomatica cldsica hasta un presentacién leve y practicamente asintomatica (53).

= Complicaciones de la gripe

Las complicaciones de la gripe pueden ser pulmonares o no pulmonares. Entre las primeras
destacan la neumonia viral primaria y la neumonia bacteriana secundaria. La neumonia viral
primaria comienza como un sindrome gripal tipico, con una progresién rapida de la fiebre, tos,
disnea y cianosis. Ademads de neumonia se pueden producir otras complicaciones respiratorias
como laringotraqueobronquitis o exacerbacién de EPOC (13). Entre las complicaciones no
respiratorias se encuentran la miositis, complicaciones cardiacas, sindrome de Reye y otras

(13).

En las temporadas epidémicas del 11 al 19% de los pacientes hospitalizados por gripe
requieren ingreso en UCI. Las complicaciones y la muerte por gripe ocurren fundamentalmente
en poblacidn en las edades extremas de la vida, o en aquellos pacientes con patologias

cronicas (54).
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Enterovirus

Introduccion

Los enterovirus pertenecen a la familia Picornaviridae. Existen mas de 60 serotipos de
enterovirus humanos, los cuales originalmente se clasificaron en 4 grupos: poliovirus, virus
coxsackie del grupo A, virus coxsackie del grupo B y ECHOvirus, esta clasificacién ofrecia
dificultades por lo que en base a la homologia del ARN dentro de la region que codifica la

proteina VP1 actualmente los enterovirus se han dividido en 4 especies (A, B, Cy D) (55,56).

Un serotipo especifico de enterovirus puede provocar diversos sindromes patoldgicos
distintos. De igual modo, varios serotipos distintos pueden causar una misma enfermedad

dependiendo de cual sea el 6rgano diana afectado (23).

En contra de lo que parece indicar su nombre, los enterovirus normalmente no provocan
enfermedades entéricas, aunque se transmiten por via feco-oral. Las enfermedades que
producen los enterovirus estan determinadas principalmente por diferencias en su tropismo

tisular, y por la capacidad citolitica de cada uno de ellos (23).

Clasificacidon y morfologia

Los viriones de enterovirus carecen de envoltura y poseen una capside icosaédrica de unos 30

nm, que rodea un genoma de ARN monocatenario (13).

Epidemiologia y patogenia

Los enterovirus presentan distribucién mundial. Las tasas de infecciéon varian con la estacién,
con la geografia y con la edad y nivel socioeconémico de la poblacién estudiada. Las
infecciones por enterovirus se producen a lo largo de todo el afio, pero en los climas
templados las infecciones son mas prevalentes en los meses de verano y otofio (junio a
octubre en el hemisferio norte) (56). El 75% de las infecciones enterovirales se producen en

nifios menores de 15 afios de edad (56).

Los enterovirus se eliminan por las heces y en las secreciones del aparato respiratorio. La

transmisién puede producirse por contacto directo interpersonal o de forma indirecta por la
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exposicion a fuentes ambientales contaminadas por enterovirus (13). La via de entrada son las

vias respiratorias superiores, la bucofaringe o el tubo digestivo (23).

El virus se multiplica en tejidos linfaticos submucosos y ganglios linfaticos regionales dando
lugar a una viremia primaria también denominada menor o transitoria cuyo resultado mas
comun es una infeccidn subclinica.-En una minoria de pacientes, se produce una replicacidn
posterior de virus en el sistema reticuloendotelial, que da lugar a una viremia secundaria,
sostenida o principal que permite la diseminacién del virus a diversos drganos diana, como el

sistema nervioso central, el corazén y la piel (13).

Alrededor del 95% de las infecciones causadas por poliovirus de tipo natural y al menos el 50-
80% de las debidas a enterovirus no-polio son asintomaticas. Cuando aparece la enfermedad,
suele corresponder a un cuadro febril que dura sélo unos pocos dias, a menudo acompafiado
de sintomas de infeccidn de las vias respiratorias altas (57). Estas enfermedades pueden estar
causadas por casi todos los serotipos de enterovirus y su clinica es indistinguible de la infeccién
causada por otros muchos virus. Los sindromes clinicos caracteristicos de los enterovirus, (por
ejemplo, meningitis aséptica, pericarditis, exantemas, fiebre, etc.) se producen en una minoria
de los pacientes infectados, siendo lo normal que existan numerosas infecciones asintomaticas

por cada caso clinico que aparece.

Clinica

Los enterovirus manifestaciones clinicas muy diversas, incluyendo cuadros febriles

inespecificos, infeccidn respiratoria, paralisis, meningitis, encefalitis, enfermedad boca-mano-

pie, exantema, conjuntivitis hemorragica, etc. (23).
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Rinovirus

Introduccion

La familia Picornaviridae incluye nueve géneros, entre los cuales cuatro causan infecciones en

humanos: Rhinovirus, Enterovirus, Parechovirus, y Hepatovirus

Los rinovirus se encuentran entre los patdgenos mas comunes que afectan a humanos. Estan
implicados en un 30-50% de los casos de enfermedad respiratoria aguda y son la causa mas

frecuente del resfriado comun (13).

Clasificacion y morfologia

El método tradicional de clasificacién de los rinovirus humanos es el serotipado, existiendo
mas de 100 serotipos, aunque también existen otras clasificaciones (tipo de receptor,
sensibilidad a los antivirales o genotipo). Los avances tecnoldgicos han permitido secuenciar
bastantes de estos serotipos, y el andlisis filogenético de las secuencias ha dividido los

serotipos en 2 grupos genéticos, conocidos como Ay B (13).

Poseen un genoma de ARN monocatenario de polaridad positiva de aproximadamente
7.200pb que codifica un sola poliproteina formada por cerca de 2.200 aminoacidos. El genoma

estd rodeado de una capside icosaédrica de unos 30 nm de didmetro. La capside estd formada

por repeticiones de cuatro polipéptidos (VP1 a VP4) (23).(Figura 3)

Figura 3: Estructura de los rinovirus (58).
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Epidemiologia y Patogenia

Los rinovirus se distribuyen a nivel mundial y causan infecciones durante todo el afo, aunque
presentan dos picos epidémicos anuales. Uno de ellos entre finales de agosto y principios de

septiembre, y un segundo pico en abril o mayo (59).

La mayoria de los rinovirus se replican mejor entre 33-352C, lo que llevd a la asuncién de que
sus infecciones se limitaban a las vias respiratorias superiores, ya que la temperatura de esas
superficies mucosas es relativamente fria. Actualmente existen numerosas evidencias de que

las infecciones del tracto respiratorio inferior son frecuentes. (60).

El diagndstico molecular por PCR ha aumentado sustancialmente la capacidad para detectar
virus respiratorios incluidos los rinovirus, que son virus de dificil cultivo celular. Los estudios
que usan diagndstico molecular han aportado abundantes evidencias que relacionan los

rinovirus con bronquitis, bronquiolitis y neumonia y exacerbaciones de EPOC (60).

El mecanismo de transmision principal es DE persona a persona por contacto directo (manos,
conjuntiva,...) o por fémites o aerosoles (59). Los rinovirus resisten viables durante largos

periodos de tiempo en las superficies.

Una vez se ha establecido la infeccidn, los sintomas respiratorios son resultado de dos
procesos: la destruccidn del tejido aéreo causada directamente por el virus y la respuesta
inmune proinflamatoria. El dafio producido en el epitelio altera la fisiologia de las vias aéreas
mediante mecanismos como el edema, el aumento en la produccién de moco y mecanismos

biomoduladores del propio rinovirus (60).

En los virus que infectan a relativamente pocas células en las vias aéreas, como es el caso del
rinovirus, la respuesta inmune inflamatoria contribuye considerablemente a los sintomas. La
mayoria de las células reclutadas hacia las vias aéreas son neutroéfilos, los productos de la
activacion neutrofilica estan implicados en la obstruccidn de las vias aéreas y causan sintomas
respiratorios de vias inferiores (60).Existen evidencias de que los rinovirus han desarrollado
mecanismos que inhiben la respuesta antiviral especifica mediante la escisién de proteinas

como RIG-I e IPS-1, implicadas en las rutas de reconocimiento de los virus (60).
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Clinica

El sindrome clinico principal que se asocia con la infeccidn por rinovirus es una enfermedad de
las vias respiratorias superiores que suele denominarse resfriado comun. Los sintomas mas
frecuentes incluyen tos, rinorrea y obstruccidn nasal. Los nifios pueden presentar fiebre en los
estadios iniciales de la enfermedad, aunque no los adultos. La duraciéon de los sintomas en
adultos suele ser de una semana, en niinos se puede prolongar hasta los 10 dias. Los rinovirus
contribuyen significativamente a la aparicion de exacerbaciones asmaticas y sibilancias, sobre

todo en nifios y adultos jévenes.

Es responsable del 15% de las neumonias en el primer mes de vida, y también es causa comun
de neumonias en pacientes inmunodeprimidos. En pacientes receptores de médula 6sea la

mortalidad puede ascender hasta el 30% (9).

Virus respiratorio sincitial

Introduccion

El virus respiratorio sincitial (VRS), causa infecciones respiratorias en personas de todas las
edades. Tradicionalmente considerado como un patégeno infantil, el VRS también puede
causar NAC en adultos, siendo la enfermedad especialmente grave en pacientes ancianos y en

individuos inmunocomprometidos (61).
Clasificacion y morfologia

Pertenece al orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae,
género Pneumovirus. Dentro de la misma subfamilia también se encuentra el género
Metapneumovirus, al que pertenece el Metapneumovirus humano. Los rasgos caracteristicos
del VRS son el nimero y orden de los genes y la ausencia de actividad hemaglutinante y

neuraminidasa (13).
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La morfologia de los viriones de VRS coincide con la del resto de los paramyxovirus, debido a
gue poseen una envuelta procedente de la membrana plasmatica de la célula infectada
pueden adoptar formas esféricas, filamentosas o pleomarficas. En dicha membrana pueden

distinguirse unas espiculas correspondientes a glicoproteinas de membrana.

Es un virus de tamafio medio (120-300 nm). Su genoma, de alrededor de 15.000 nucledtidos,
consta de una Unica molécula de ARN monocatenario de polaridad negativa que se asocia con
proteinas de origen virico constituyendo la nucleocdpside, que presenta simetria helicoidal. Un

armazén proteico, denominado matriz, separa al nucleocapside de la envuelta exterior.

El genoma del VRS codifica diez proteinas, siendo tres de ellas no estructurales (NS1, NS2 y
M,.,). De las siete proteinas estructurales restantes, cuatro forman parte del complejo de la
nucleocapside: la nucleoproteina (N), la fosfoproteina (P), polimerasa (L) y el factor de
procesividad de la transcripcién (M,.1). A la envoltura se asocian tres proteinas transmembrana
de superficie, dos de las cuales, la proteina de fusion (F) y la proteina de unién (G) son
glicoproteinas de membrana que se corresponden con las espiculas que se proyectan desde la
envuelta del virus, y la tercera es la proteina que conforma el armazdén de la matriz (M). Por

ultimo existe una proteina pequefia e hidréfoba (SH) de funcién desconocida (Figura 4).

Prateina de fusién
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lipidica Proteina
hidréfoba

peguefa

Complejo
de la
polimerasa
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Proteina
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Mucleoproteina

r.\-\:?,' 1:\\;\

Fosfoproteina
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de unidén

Figura 4: Estructura del virus respiratorio sincitial. (13)
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Atendiendo a variaciones antigénicas y genéticas los diferentes aislados de VRS pueden
diferenciarse en dos grupos denominados VRS-A y VRS-B (26). Ambos subtipos suelen estar

presentes simultdneamente en los brotes causando infecciones con similar gravedad (62,63).

Epidemiologia y patogenia.

El VRS se presenta habitualmente en forma de brotes, los cuales ocurren entre noviembre y
abril en el hemisferio norte, con un pico en enero o febrero (64). Las cepas de ambos grupos
circulan simultdneamente durante los brotes, pero las proporciones entre A y B varian en cada

brote (65).

El virus causa enfermedad respiratoria del tracto inferior en personas de todas las edades. Los
pacientes en riesgo para padecer infeccidn del tracto respiratorio inferior incluyen nifios
menores de 6 meses de edad, especialmente aquellos nacidos durante la primera mitad de la
temporada viral y aquellos que acuden a guarderias (66,67), nifios con enfermedades
respiratorias de base (68), recién nacidos pretérminos de menos de 35 semanas de gestacién
(68), pacientes inmunocomprometidos (69,70), ancianos en residencias (71) o con

enfermedades respiratorias crénicas (72).

El VRS es la causa mds frecuente de infecciones del tracto respiratorio inferior en nifios
menores de un afio (73). En los paises de nuestro entorno, en los que la epidemiologia de este
virus es relativamente homogénea, el VRS es el responsable del 42-45% de las
hospitalizaciones por enfermedad respiratoria del tracto inferior en nifios menores de 2 afios.
En estos pacientes, particularmente en neonatos, cuyos pulmones atin son inmaduros, el

riesgo de bronquiolitis o neumonia asociados a la primoinfeccidén con VRS es elevado (26).

El VRS también es una causa significativa y frecuentemente infradiagnosticada de enfermedad
respiratoria del tracto inferior en ancianos e inmunodeprimidos (71,74). Dada la similitud de
los sintomas y la ausencia de diagndstico etioldgico en numerosos casos de neumonia, es

frecuente que se atribuyan al virus de la gripe muertes causadas por el VRS (75).

La enfermedad aguda causada por el VRS no estd restringida a poblacion pediatrica y
poblacién adulta de riesgo. Los adultos sanos se infectan repetidamente a lo largo de su vida
presentando tipicamente sintomas restringidos a las vias respiratorias superiores (76). En

adultos el VRS es responsable del 2.6% de los casos de NAC (77), y es el tercer agente
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etioldgico mas frecuente en la NAC que requiere hospitalizacion, por detrds de S. pneumoniae
y del virus de la gripe (78). Las reinfecciones son relativamente frecuentes, incluso en una

misma temporada, dado que la inmunidad frente a este virus no es totalmente efectiva (26).

En cuanto a la predisposicion genética a padecer enfermedad grave por VRS, se ha encontrado
asociacion con polimorfismos en genes relacionados con citoquinas y quimiocinas, incluyendo

IL-4 y su receptor, IL-8, IL-10, IL-13 y CCR5 (79-83).

El VRS se transmite por via respiratoria a través de mucosas como la nasofaringea o la ocular.
El contacto directo, por aerosoles a corta distancia (1 metro), es la via mas comudn de

transmisién (84,85). El virus puede sobrevivir varias horas en manos y fémites (86).

El periodo de incubacion es de 4 a 6 dias (87). El periodo de excrecion viral dura 3-8 dias,
aunque puede alargarse hasta 4 semanas en recién nacidos y varios meses en el caso de nifios

infectados por VIH (88).

El virus se replica en el epitelio respiratorio, sobre todo en las células cilindricas ciliadas.
Durante la primoinfeccidn, la infeccidn de las vias respiratorias inferiores suele manifestarse
como bronquiolitis (89).ElI VRS se encuentra en general restringido al epitelio respiratorio.
Aungue no es comun, en ocasiones se ha recuperado el virus de tejidos extrapulmonares,

como el higado (90) o liquido cefalorraquideo (91).

La respuesta inmune frente al VRS, especialmente en lo referido a liberacién de cito y
guimiocinas parece jugar un papel en la patogenia y la gravedad de la bronquiolitis (92,93). En
las secreciones pulmonares de los pacientes infectados se detectan numerosas citoquinas,

habiendo demostrado la IL-6 y la MIP-1a asociacion con la gravedad (76).

Aungque practicamente todos los individuos han sido infectados por VRS antes de los 3 afios de
edad, la infeccidn previa no proporciona proteccion completa frente a la reinfeccion, ni
siquiera cuando el titulo de anticuerpos es elevado (94). La inmunidad humoral parece ser mas
importante para disminuir la gravedad de la infeccidon que para proteger completamente de la
enfermedad ya que los individuos pueden infectarse mas de una vez en la misma temporada
viral, las infecciones siguientes a la primera suelen ser mas leves (95), los anticuerpos
adquiridos por via transplacentaria no protegen al recién nacido de la infeccion (aunque

aquellos que poseen titulos elevados suelen presentar enfermedades mas leves y restringidas
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a las vias respiratorias superiores(96)) y los individuos ancianos con bajos niveles de IgG-anti
VRS son mas propensos a desarrollar infecciones sintomaticas que aquellos que presentan

altos niveles (72).

Clinica

Las manifestaciones clinicas varian dependiendo de la edad, estado de salud, y si la infeccion
es primaria o secundaria. En general se puede establecer una relacién inversa entre gravedad y
edad, cuanto mayor edad, menor gravedad y viceversa. En recién nacidos y nifios la infeccion
primaria se suele presentar como infeccion del tracto respiratorio inferior, siendo la
presentacion mas frecuente la bronquiolitis, seguida de neumonia y traqueobronquitis (73)
gue a menudo requieren ingreso, de hecho la infeccidn por VRS representa una de las
principales causas de ingreso hospitalario en menores de 2 afios (97). En adultos se presenta
con sintomas de afectacion de vias altas o traqueobronquitis (98), aunque se puede desarrollar
cualquier tipo de infeccidn respiratoria inferior, sobre todo en ancianos institucionalizados o

en individuos inmunocomprometidos (99).

La infeccidon por VRS en los adultos mayores supone una elevada morbimortalidad. Se ha
descrito que en centros de crénicos, el 5-27% de las infecciones respiratorias estan causadas
por VRS. La tasa de ataque suele estimarse en un 1-15%, la tasa de neumonia en el 10-20% vy la

mortalidad en un 2-5% (100).

El riesgo de afectacion de las vias respiratorias inferiores es alto en la primoinfeccién. Se
estima que la neumonia o bronquiolitis ocurre en el 30-71% de los casos, dependiendo de la
edad y poblacidn (73). Las infecciones recidivantes suelen ser enfermedades respiratorias de
vias respiratorias superiores, pero el 20-50% de las infecciones recidivantes en los nifios en
edad preescolar afectan a las vias respiratorias inferiores (101). Los segundos episodios de
enfermedad de las vias respiratorias inferiores en los nifios pocas veces son tan graves como el
episodio inicial y muchos se asocian a sibilancias. Los adultos también pueden tener

infecciones repetitivas por VRS en afos consecutivos (98).
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Metapneumovirus humano

Introduccion

Se describid por primera vez en Holanda en 2001. Fue aislado en secreciones nasofaringeas de
28 nifos con infecciones de las vias respiratorias superiores, en muestras recogidas a lo largo
de veinte afios. Los analisis serolégicos demuestran que la infeccién por metapneumovirus es
de casi universal a los 5 afios de edad y que su difusion humana se ha producido al menos

durante 50 afios (102).

Causa infecciones respiratorias superiores e inferiores en todos los grupos de edad, aunque la

enfermedad sintomatica es mas frecuente en nifios y ancianos (103).
Clasificacidon y morfologia

Pertenece al orden Mononegavirales, familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae,
género Metapneumovirus (102). Dentro de la misma subfamilia también se encuentra el

género Pneumovirus, al que pertenece el VRS.

Es un virus ARN envuelto, con ARN monocatenario no segmentado de polaridad negativa. Los
viriones son pleomorficos, esféricos o filamentosos, con una envoltura lipidica (102). Su
diametro varia de 150 a 6000 nm (104). El genoma contiene 8 genes que codifican 9 proteinas:
nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), proteina matriz (M), proteina de fusion (F), factor de
elongacion de la transcripcién (M,.,), factor regulador de la sintesis de ARN (M,_,), proteina

hidrofdbica pequena (SH), proteina de unidn (G) y subunidad mayor de la polimerasa (L) (105).
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Proteina de unidn (G)
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Figura 5: Estructura del Metapneumovirus (modificado de (104)).

Presenta un alto nivel de homologia con el metapneumovirus aviar. Se han observado
variaciones genéticas entre las distintas cepas, que se agrupan en dos genotipos principales (A
y B) y cuatro subgrupos con dos sublinajes (A1, A2a, A2b, B1 y B2) (106,107). Los dos genotipos
suelen circular simultaneamente, aunque cada aino normalmente predomina uno de ellos

(104).

Epidemiologia y Patogenia

El virus es ubicuo, causa infecciones respiratorias inferiores y superiores en pacientes de todos
los grupos de edad (102). Se cree que la transmisién se produce por via respiratoria directa o

por contacto con secreciones contaminadas, incluyendo aerosoles, goticulas o fomites (103).

En climas templados el virus circula predominantemente durante el final del invierno y
principio de la primavera, aunque también se puede presentar una circulacién de bajo nivel

durante el verano (13).

Cerca del 2% de las enfermedades respiratorias agudas en la poblacién general se deben al

metapneumovirus (108).

Alos 5 afios de edad préacticamente todos los nifios presentan evidencia serolégica de
infeccién previa (102). Dependiendo de la época del afio el metapneumovirus es la segunda o
tercera causa de enfermedad grave del tracto respiratorio inferior en nifos, después del VSR y

de la gripe (109,110).
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Como otros miembros de la familia Paramyxoviridae, el metapneumovirus interfiere con la
respuesta inmune innata del huésped afectando a los TLR, a la actividad de las células
dendriticas y reduciendo la activacién de células T, de manera que el aclaramiento viral no es

completo y aumenta la probabilidad de reinfecciones, las cuales son frecuentes. (104).

La informacion relativa a la patogenia de la enfermedad causada por el metapneumovirus se
ha obtenido sobre todo de modelos animales. En roedores, el virus se replica con eficacia en
las vias respiratorias superiores e inferiores, con un pico de los titulos virales entre los dias 3 y
5. La infeccién pulmonar se caracteriza por inflamacién alveolar e intersticial (105). Comparado
con el VRS el metapneumovirus provoca una respuesta mads intensa de IFN-a e IFN-y y una

induccién mas débil de IL-1, IL-6 y TNF-a (104).

Clinica

El periodo de incubacidn es de unos 5 dias (111). No se conoce la cinética de excrecion viral ni

su relacion con los sintomas.

Las manifestaciones clinicas de la infeccion por el metapneumovirus son similares a las del VRS
y oscilan desde infecciones leves de vias altas hasta bronquiolitis o neumonias graves que
requieran ventilacion mecanica (105). La infeccidn sintomatica es mas frecuente en nifos y

ancianos.

El curso tipico de la infeccidn es leve y probablemente incluye un periodo asintomatico de
varios dias, seguido de un periodo de aproximadamente una semana en el que se presentan
los sintomas respiratorios. En los casos de infeccidn grave del tracto respiratorio inferior, el
curso tipico comprende un breve periodo asintomatico tras la inoculacion, seguido de uno o
dos dias de sintomas respiratorios superiores, que progresa hacia sibilancias y otros signos de
afeccidn del tracto inferior (103). Las manifestaciones mas frecuentes son bronquiolitis (59%),
croup (18%), exacerbaciones asmaticas (14%) y neumonia (8%)(9). En muchos pacientes, las

sibilancias duran varios dias(103).

En adultos la presentacién mas comun incluye tos (100%), congestion nasal (85%), rinorrea

(75%), disnea (69%) y sibilancias (62%) (9).
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La reinfeccién en adultos suele cursar con sintomas leves, pero en ancianos puede producir
sintomas graves, como neumonitis, o incluso la muerte (104). En algunos brotes se ha descrito

hasta un 11% de mortalidad (111).

Coronavirus

Introduccion

En la década de los 60, se identificaron los 2 primeros coronavirus humanos (HCoV): HCoV-
229E y HCoV-0C43 (112-114), los cuales fueron ampliamente estudiados hasta los afios 80.
Infectando voluntarios sanos, los investigadores descubrieron que la infeccion por estos virus
resultaba en un resfriado comun (115,116) y desde entonces los coronavirus fueron
considerados patdégenos relativamente inocuos. Esta idea cambio radicalmente con la
aparicion en escena del SARS (Sindrome respiratorio agudo grave) en el invierno del afio 2002
en China. El virus SARS causé una enfermedad respiratoria muy grave con alta

morbimortalidad (117,118).

El brote de SARS volvid a renovar el interés por los coronavirus, lo cual resulté en la
identificacion de tres nuevos coronavirus humanos: el HCoV-NL63, un nuevo miembro del
grupo |, descubierto en un nifio con bronquiolitis en Holanda en 2003 (119), el HCoV-HKU1,
nuevo miembro del grupo Il, descrito en un adulto con enfermedad pulmonar crénica en Hong
Kong en 2005 (120)y el coronovirus MERS, descubierto en 2012 en Arabia Saudi (121) que

presenta una tasa de mortalidad cercana al 50% (122).

Clasificacidon y morfologia

La familia Coronaviridae contiene dos géneros, el género Coronavirusy el género Torovirus
(13). Hasta el momento se conocen 6 serotipos que infectan a humanos; SARS, 229E, NL63,

0C43,HKU1 y MERS (123).

Los coronavirus son virus ARN monocatenario de polaridad positiva. Poseen el mayor genoma
viral de ARN conocido (27 a 33 kb) (120). Son virus envueltos, las glucoproteinas de la
superficie de la envoltura tienen el aspecto de proyecciones en forma de baston (de una

longitud de 20 nm y una anchura comprendida entre 5y 11 nm) (23) que aparecen en las
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imagenes de microscopia electrénica en tinciéon negativa como un halo alrededor del virus que
le dan el aspecto de corona del cual deriva su nombre. Los viriones miden entre 80 y 160 nm

de didmetro (23).

El genoma se traduce para producir una poliproteina que se hidroliza y origina una polimerasa
de ARN dependiente de ARN que produce entre cinco y siete moléculas individuales de ARNm
gue codifican cada una de las proteinas virales. Varias proteinas no estructurales (ARN
polimerasa dependiente de ARN, ATPasa/helicasa, etc.) y cuatro o cinco proteinas
estructurales: hemaglutinina-esterasa (no en todas las cepas), glucoproteina de superficie,

proteina de la envuelta, glucoproteina de membrana y proteina de la nucleocapside (13).

En adelante se trataran las caracteristicas de los coronavirus respiratorios excluyendo los virus

SARS y MERS.

Epidemiologia y patogenia.

Existen evidencias de infecciones respiratorias por coronavirus en todas las zonas del mundo
donde se han estudiado. En los climas templados, las infecciones respiratorias por coronavirus
son mas frecuentes en invierno y primavera. La contribucion de las infecciones por coronavirus
al numero total de enfermedades de las vias respiratorias superiores puede alcanzar el 35%
durante las fases de maxima actividad viral. En conjunto, la proporcién de resfriados en

adultos por coronavirus puede estimarse en un 15% (13).

Los coronavirus se transmiten por contacto directo o por aerosoles. Se replican en células
epiteliales ciliadas de la nasofaringe, produciendo probablemente tanto una degeneracién
directa de las células ciliadas como una liberacién de quimiocinas e interleucinas, con un

conjunto de sintomas de resfriado comun similar al producido por la infeccién por rinovirus.

El periodo de incubacidn es, como promedio, de 2 dias, y el punto dlgido de los sintomas
respiratorios, asi como de la excrecion de virus, se alcanza alrededor de los 3 o 4 dias desde la

inoculacidn (13).

La inmunidad se desarrolla rapidamente tras la infeccidn pero la proteccién se va perdiendo
con el tiempo. Las reinfecciones son comunes, tanto por pérdida de inmunidad como por

infeccidn con diferentes cepas (124).
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Clinica

Los sintomas mas frecuentes son cefalea, malestar general, dolor de garganta y rinorrea. El
cuadro clinico es similar al producido por rinovirus, aunque el periodo de incubacién de los
resfriados es mas prolongado y su duracidn es algo menor. En ocasiones, se produce una
infeccidn asintomatica y, de hecho, es una caracteristica de los estudios serolégicos sobre

infeccion natural en ninos y adultos 78,79.

La infeccidn grave de las vias respiratorias inferiores también esta causada por las cuatro cepas
de HCoV no-SARS no-MERS. Parece probable que todas las cepas puedan causar neumonia y
bronquiolitis en lactantes, otitis y reagudizaciones del asma en nifios y adultos jévenes,
neumonia en adultos sanos, reagudizaciones del asma y de la bronquitis crénica en adultos,

neumonia y bronquitis grave en ancianos y neumonia en pacientes inmunodeprimidos (13).

En el caso particular del virus NL63 el primer caso descrito de infeccidon, como se ha
comentado previamente, se describid en un nifio hospitalizado con infeccidn grave del tracto
respiratorio inferior hospital. Otro estudio identificd el virus en un paciente anciano en
Canada, que murid 5 dias tras el comienzo de la enfermedad, demostrando que la infeccidon
podia tener consecuencias fatales, aunque también ha sido descrito en varios casos en

pacientes con sintomas leves como fiebre, tos, dolor de garganta o rinitis.

Hay pruebas que muestran que la infeccidn en nifios es diferente de otros coronavirus
respiratorios, en un estudio prospectivo en nifios menores de 3 afos con enfermedades del
tracto respiratorio inferior, se vio que el 45% de los nifios infectados con HCoV-NL63
desarrollaban laringotragueobronquitis, comparado con el 6% en el grupo control, el andlisis
multivariante mostré que el riesgo de laringotraqueobronquitis es casi 7 veces mayor en nifios
infectados por el virus NL63 (125-127). Esta entidad se asocia corrientemente con los virus
parainfluenza, pero los datos indican que el coronavirus NL63 también es un agente etioldgico

a tener en cuenta (120).
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Herpesvirus

Introduccion

La familia Herpesviridae comprende una serie de virus ADN de gran importancia en la clinica,
cuya caracteristica bioldgica mas importante es su capacidad de establecer latencia. Tras la
infeccién primaria, que puede ser sintomatica o asintomatica, el virus permanece latente, en

santuarios particulares, a partir de los que se reactiva con la consiguiente replicacidn virica.
Clasificacion y morfologia

Los herpesvirus son virus ADN con nucleocdpside icosaédrica. Son virus envueltos, su tamafio
varia desde los 120 hasta los 260 nm de didmetro. Contienen de 125.000 a 229.000 pares de
bases en su ADN bicatenario. El genoma viral es lineal en el interior del virion, pero se
circulariza en las células infectadas. Los virus herpes tienen una fase litica de replicacién que
provoca la muerte celular y una fase latente de replicacion en la que no se sintetiza ninguna

proteina viral o sélo un pequefio conjunto de ellas (13).

Los virus herpes humanos se subdividen en tres subfamilias. Los herpesvirus alfa comprenden
los virus del herpes simple (VHS) de tipo 1y 2 y el virus varicela-zdster (VVZ) (128). Estos virus
guedan latentes en las neuronas de los ganglios sensitivos y la infeccion de células en cultivo
provoca la destruccidn rapida de las células. Provocan infecciones mucocutaneas en personas
sanas. Los herpesvirus beta son el citomegalovirus (CMV), el virus herpes humano 6 (VHH-6) y
el virus herpes humano 7 (VHH-7) (128). Estos virus se replican lentamente en cultivos
celulares y establecen latencia en las células mononucleares. Los herpesvirus gamma
comprenden el virus de Epstein-Barr (VEB) y el virus herpes asociado al sarcoma de Kaposi o
virus herpes 8 (128). Estos virus quedan latentes en las células linfoides y causan infeccion
litica en las células epiteliales o en los fibroblastos. Los herpesvirus beta y gamma pueden

causar linfoproliferacién con mononucleosis.
Epidemiologia y patogenia

Casi todos los adultos estan infectados por VHS-1, VVZ, VEB, VHH-6 o VHH-7. Los herpesvirus

suelen propagarse por contacto directo, ya que los virus con envoltura no sobreviven mucho
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tiempo en el medio ambiente. El VVZ es la excepcidn, pues se contagia por transmision aérea

(13).

Muchos herpesvirus, como el VHS, el VEB, el CMV, el VHH-6 y el VHH-7, se desprenden de la
mucosa oral sin sintomas y es precisamente durante su diseminacidn asintomdtica, mas que
durante la enfermedad sintomatica, cuando la mayor parte de los virus se transmiten de forma

interpersonal.

Ciertos herpesvirus causan una enfermedad sintomatica que se asocia a la replicacidn litica del
virus y cuya consecuencia es la aparicion de lesiones cutdneas debidas a VHS o VVZ o lesiones
viscerales por VHS, VVZ o CMV. Otras enfermedades, como el eritema multiforme asociado a
VHS o la anemia hemolitica asociada a CMV o VEB, se deben a la respuesta inmunitaria frente

al virus.
Clinica

Varios virus herpes causan sindromes clinicos similares consistentes en lesiones cutaneas
vesiculares, retinitis, hepatitis, encefalitis y mononucleosis. Se precisan pruebas diagndsticas
especificas de cada virus para distinguir el que causa un sindrome concreto. Los herpesvirus
causan enfermedades mds graves en personas con deterioro de la inmunidad celular, pero no

tanto en aquellas con alteraciones de la inmunidad humoral.

Practicamente todos los virus herpes pueden causar neumonias, sobre todo en pacientes
inmunodeprimidos (129), aunque los mas frecuentes en esta patologia son el VVZ, VHS y el

CMV (130).
Respuesta inmune del huésped

El sistema inmune se encarga de proteger, vigilar y mantener la homeostasis y adaptacion al

medio del organismo.

Las barreras iniciales que evitan la entrada de los agentes infecciosos en el pulmén incluyen
defensas mecanicas especificas como la glotis, las secreciones respiratorias, un aparato
mucociliar que recubre la superficie de las grandes vias respiratorias, y el reflejo de la tos.

Cuando estos mecanismos de defensa iniciales son superados y los microorganismos infectan
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las células del tracto respiratorio se activa la respuesta inmune innata o inespecificay a
medida que la infeccidn progresa, se produce el despliegue de la respuesta inmunitaria

adaptativa o especifica.
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Figura 6: Respuesta inmune innata y adaptativa (131).

Respuesta inmune innata

Los componentes de la inmunidad innata, también conocida como natural o inespecifica, estan
presentes desde el nacimiento, y carecen de especificidad y memoria (131). La inmunidad
innata es la primera linea de defensa en la respuesta del huésped a la invasion viral, es una

respuesta inmediata y rdpida.

Los mecanismos innatos de defensa incluyen neutrdéfilos y macréfagos, los cuales, entre otras
funciones, fagocitan y destruyen patdgenos. Aunque su funcidn es protectora, la inmunidad
innata se asocia con dafios tisulares en el cumplimiento de su funcién defensiva. Como se ha
mencionado no posee memoria por lo que las respuestas futuras frente al mismo agente no

son mas eficientes que la respuesta inicial.
Las células que participan en la respuesta inmune innata incluyen monocitos, macréfagos,

células dendriticas, leucocitos y células natural killer (NK), todas ellas poseen receptores para

la deteccion de patdgenos (131).
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El reconocimiento de los patdgenos es problematico debido a su heterogeneidad y a su
elevada tasa de mutaciones. No obstante, el sistema inmune innato utiliza un nimero
relativamente pequefio de moléculas para reconocer una amplia variedad de estructuras
moleculares asociadas a los microorganismos. Estos receptores reconocen patrones
moleculares compartidos por un amplio nimero de patégenos y han sido denominados
receptores de reconocimiento de patrones o PRR e incluyen numerosos tipos de receptores:
TLRs, NLRs, RLRs, etc. Los patrones reconocidos por estos PRR se conocen como como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) y son componentes estructurales
basicos de los productos microbianos como acidos nucleicos, carbohidratos y lipidos que los
microorganismos no pueden seleccionar porque son imprescindibles para su supervivencia

(132).

Tras el reconocimiento del microorganismo, el sistema inmune innato controla el inicio de la
respuesta inflamatoria y el de la respuesta inmunitaria especifica. Las sefiales enddgenas
inducidas por la interaccién PAMP-PRR incluyen sefiales que activan la respuesta inflamatoria

como el TNF-a, IL-1, IL-6 IFN a/B y quimiocinas (IL-8).

La activacién de los macréfagos representa uno de los primeros eventos en la respuesta innata
contra el patdgeno. Los microorganismos, ingeridos por el macréfago, segregan toxinas que
activan en esta célula la produccién de citoquinas inflamatorias que contribuyen a la activacion
de las células fagociticas. Asi, el macréfago libera IL-12 y TNF-a, estas citoquinas, en sinergia,
activan en las células NK la produccién de IFN-y que estimulara la actividad bactericida del

macroéfago.

Ante una carga bacteriana baja o la exposicidon a microbios poco virulentos, los macréfagos
residentes en el alveolo ingieren y eliminan el microorganismo. Por el contrario, si la carga
bacteriana es elevada o si un patdgeno virulento alcanza la superficie del alveolo se requiere el
reclutamiento de los neutréfilos para contener de manera efectiva el microorganismo en el

pulmodn, y eventualmente eliminarlo.

Con la llegada del microorganismo al tracto respiratorio también son reclutadas las células
dendriticas, células del sistema inmunitario innato que actian como presentadoras de
antigeno. Las células dendriticas capturan los antigenos en el epitelio respiratorio, migran

hacia los ganglios linfaticos regionales y los presentan a los linfocitos T.
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Un tercer tipo de células involucradas en la respuesta innata son las NK, estas células
reconocen y destruyen células infectadas que no expresan HLA. Interaccionan con células

infectadas por virus, linfocitos T y células dendriticas (133).

Los linfocitos B1, que difieren fenotipica y funcionalmente de los linfocitos B2 o
convencionales, son secretores de IgM natural (134,135). Un alto porcentaje de la IgM
pentamérica presente en suero es IgM natural (134). Esta IgM presenta una estructura flexible,

siendo una inmunoglobulina polireactiva, es decir, capaz de unirse a multiples antigenos (135).

Las inmunoglobulinas naturales cumplen un papel fisioldgico, estando implicadas en la
eliminacion de células envejecidas y apoptdticas, en mecanismos de inmunomodulacion y

tienen también tienen un papel protector contra infecciones (136,137).

La respuesta innata no especifica de antigeno con frecuencia es efectiva en la eliminacidon del
agente infeccioso o en limitar su multiplicacién hasta que la respuesta inmunitaria especifica
pueda ser generada y sea completamente funcional, entre 7 y 10 dias después de la entrada
del patdégeno. A partir de ese momento serdn los linfocitos T los que orquestaran la respuesta

inmunitaria especifica.

Respuesta inmune adaptativa

La respuesta adaptativa es mads lenta que la innata, pero en contrapartida, posee dos funciones
importantes de las cuales carece la respuesta innata: reconoce antigenos especificos y posee
memoria inmunoldgica, la cual permite que las sucesivas respuestas frente al antigeno sean
mas rdpidas y eficientes que la respuesta inicial. Se divide en dos ramas: la inmunidad
humoral, que conlleva la produccién de anticuerpos por linfocitos B y células plasmaticas, y la

inmunidad celular, en la que participan los linfocitos T (131).

Las células dendriticas reconocen a los virus, migran a los ganglios linfaticos y presentan los
antigenos virales, restringidos por el MHC Il, a los linfocitos T. Los linfocitos T CD4, en funcidn
del ambiente de citoquinas en el que se encuentre, se diferenciaran a células T colaboradoras
(Th o T helper) de tipo 1, si el ambiente es rico en IFN-y ; en Th2, si el ambiente es rico en IL-4
(138); en Th17, si el ambiente es rico en IL-6 y TGF- (139) o en Treg si el ambiente es rico en

TGF-B (140).
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Figura 7: Diferenciacion de las células T (141).

Las células Thly Th17 promueven principalmente la respuesta celular contra patdgenos
intracelulares. En el caso de las infecciones virales, la respuesta celular en su modalidad
citotdxica es la mas efectiva. Las células Thl secretan IL-2 e IFN-y que activan la proliferaciéon
de células T CD8+ citotdxicas principalmente, estas células CD8+ activadas migran hacia el foco
de infeccidn, reconocen a las células infectadas que muestran los péptidos virales asociados a
moléculas del MHC | en su superficie celular y las eliminan mediante la liberacién de perforina

y granzima B (138).

Si el ambiente es rico en IL-4 las células T CD4 se diferenciaran a células Th2 que son capaces
de activar las células B (138). La célula B evolucionara hacia una célula plasmatica productora
de anticuerpos. Lo normal es que en la respuesta primaria sélo se fabrique IgM de baja
afinidad, la cual se detecta tras una fase de latencia de 5 dias. Algunas células B se convertiran
en células B memoria que fabricaran anticuerpos de mayor afinidad, IgG, IgA, IgE de manera
casi inmediata durante la respuesta inmunitaria secundaria, cuando se enfrentan al mismo

antigeno en situaciones sucesivas.

Recientemente se han descrito otra subpoblacién de células T, CD4+CD25+ conocidas como
células T reguladoras (Treg) que modulan la respuesta inmune como mecanismo de
prevencion del dafo tisular (142). Estas células juegan un papel muy importante ya que una
respuesta adaptativa apropiada se traduce en la eliminacion del virus y la resolucién de la

enfermedad, pero un fallo en la regulacién de esta respuesta se traduce en inmunopatologia y
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dafio pulmonar. Las células Treg son capaces de inhibir y modular los fenémenos
inmunopatogénicos controlando la proliferacion de células CD4+y CD8+ en vivo (143). Se cree
gue algunos virus inducen la activacion de este tipo de células como una estrategia de

inmunoevasion (144).

Respuesta inmune especifica frente a virus

Tras reconocer los PAMPs, los TLR desencadenan la sefializacién intracelular necesaria para

producir citoquinas inflamatorias, quimiocinas asi como IFN-B, el cual inicia la produccién de
IFN-a e IFN-y por células epiteliales y células del sistema inmune innato (145,146). La accidn
conjunta de los interferones induce la expresidon de genes con funcidén antiviral en las células
epiteliales, desencadenando la apoptosis de las células infectadas y activando las células NK,

limitando asi la replicacidn viral y la infeccidon de mas células (147,148).

Entre todos los TLR, los tipos 3, 4, 7, 8 y 9 son los mas frecuentemente implicados en la

respuesta innata frente a virus (132,145).

La mayoria de los virus respiratorios (incluyendo gripe, VRS, rinovirus, parainfluenza,
metapneumovirus, coronavirus) son virus ARN. La hebra doble de ARN que se produce durante
la replicacion es reconocida por receptores TLR-3 (132,147). El TLR-4 reconoce algunas
proteinas de envuelta virales, por ejemplo la proteina F del VRS (132). Los receptores TLR-7 y
TLR-8 reconocen hebras simples de ARN (132). El TLR-9 reconoce secuencias de ADN que
contengan motivos CpG hipometilados y es importante en el reconocimiento de virus ADN

como los virus del herpes simple 1y 2 (132).

Ademads del interferén otros mecanismos intervienen en la defensa frente a virus respiratorios
como la IgA. El papel de la IgA en el tracto respiratorio se pone claramente de manifiesto en
individuos con alteraciones inmunoldgicas como la deficiencia selectiva de IgA, los cuales

sufren infecciones respiratorias recurrentes (149).

Un tercer mecanismo de defensa virica en el las vias respiratorias es la produccién de
citoquinas proinflamatorias. El reconocimiento de los virus por parte de las células epiteliales y
las células inmunes también desencadena la produccion de citoquinas, incluyendo IL-183, TNF,

IL-8, G-CSG y GM-CSF (147).
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Citoquinas

Las células del sistema inmune producen sustancias que les permiten comunicarse entre ellas
para orquestar una respuesta conjunta. Dentro de estas sustancias se encuentran las
citoquinas, un grupo de glicoproteinas de bajo peso molecular que actian mediando
interacciones complejas entre células linfoides, células inflamatorias y células
hematopoyéticas. Sus funciones son muy variadas: diferenciacion y maduracién de células del
sistema inmunitario, comunicacién entre las mismas y en algunos casos, ejercen funciones

efectoras directas.

Propiedades generales de las citoquinas

Tienen pesos moleculares bajos (menos de 30 kDa), semividas cortas (del orden de

segundos o minutos), y son efectivas a concentraciones muy bajas (138).

— Las citoquinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad natural y

especifica y sirven para regular las respuestas inmunitarias.

— Laproduccidn y secrecidn de citoquinas es un hecho breve y autolimitado. En muchos

casos ello se debe a que los correspondientes ARNm tienen una corta vida media.

— Muchas citoquinas estan sintetizadas por multiples tipos celulares. Dentro del sistema
inmune natural los macréfagos son los principales responsables de su secrecion,

mientras que en el sistema especifico este papel corresponde a las células T.

— Las citoquinas son pleiotrépicas, es decir, que la misma citoquina es capaz de actuar en

multiples tipos celulares.

— Las actividades funcionales de la citoquinas son redundantes, es decir, que distintas

citoquinas pueden producir el mismo efecto.

— Algunas citoquinas inducen la sintesis de otras citoquinas, lo que conlleva a la
produccién de cascadas en la que la segunda o tercera citoquina pueden mediar el

pretendido efecto de la primera.

— Las citoquinas pueden influir sobre el efecto de otras citoquinas: efecto antagonista

(p. €j. el IFN-y bloquea el cambio de clase promovido por IL-4) o sinérgico (p. ej. |a
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accion conjunta de IL-4 e IL-5 induce en células B el cambio de clase para que

produzcan IgE).

— Inician su accidn tras fijarse a receptores especificos de la superficie celular: accion
autocrina (en la propia célula que las produce) o paracrina (en células vecinas). Los
receptores para las citoquinas tienen un afinidad elevada (Ka=10"%-10"%), y en
consecuencia hacen falta cantidades muy pequefiias de citoquinas para saturar los

receptores.

— Las citoquinas “controlan” el sistema inmune: regulando (activando o inhibiendo) la
activacion, proliferacidn y diferenciacién de varios tipos de células o regulando la

secrecion de anticuerpos y de otras citoquinas.

Las citoquinas pueden clasificarse funcionalmente en cuatro grupos:

1. Mediadoras y reguladoras de la inmunidad innata: Estas citoquinas son producidas por
macrofagos en respuesta a agentes infecciosos, van a estimular o inhibir las reacciones

inflamatorias. Ejemplos: IL-1 a, IL-1B, IL-12, TNF-a, IFN-a, IFN-(, IFN-y.

2. Quimiocinas: Las quimiocinas son un tipo de citoquinas de pequefio tamafio (8 a 15 KDa),
producidas por varios tipos celulares. Su misidn es atraer quimiotdcticamente a leucocitos a las

zonas de inflamacion. Se conocen mas de 50.

3. Mediadoras y reguladoras de la inmunidad especifica: Este grupo de citoquinas son
producidas por los linfocitos T tras el reconocimiento antigénico. Potencian, enfocany

especializan las reacciones inmunitarias. Incluyen las citoquinas IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, TGF- B.

4. Estimuladoras de la proliferacién y diferenciacidn de leucocitos maduros: producidas por
linfocitos activados y otras células. Son potentes activadores del crecimiento y diferenciacién

de células hematopoyéticas. Este grupo incluye entre otras ala IL-3, IL-7, G-CSF, GM-CSF.

Una vez la citoquina se une a su receptor especifico provoca la activacion de diversas proteinas
de la familia de JAK y STAT, que posteriormente emigran al nucleo celular y activan la
transcripcidn de ciertos genes. Existen mecanismos de inhibicién de respuestas mediadas por
citoquinas como la desactivacidn rapida de la via JAK/STAT, o la inhibicién retroactiva de la

fosforilacién de STATs y los inhibidores SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling).
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También existen dos tipos de antagonistas que regulan la actividad de las citoquinas: los
bloqueadores del receptor de citoquinas y los inhibidores de la accion de las citoquinas, que

suelen ser versiones solubles de los respectivos receptores.

Algunos virus han evolucionado para producir proteinas que se unen e inactivan a las
citoquinas. Por ejemplo, los poxvirus codifican una proteina soluble que se une al TNF-q, y otra

que se ligaalalIL-1(150).

Dado el alto grado de pleiotropismo de las citoquinas es dificil establecer una clasificacién

funcional de estas, sin embargo en la Tabla 3 se describen las citoquinas estudiadas en este

trabajo.
: Mediador Tipo Funcion
CXCLS8 (IL-8) Quimiocinas CXC ) )
CCL2 (MCP-1) Atraer ceIuIa§ de r(??puesta inmune
Quimiocinas CC al foco de la infeccion.
CCL4 (MIP-1B)
G-CSF Favorecer la migracion a través de
o los vasos sanguineos, movilizar
Factores de crecimiento e .
neutroéfilos, monocitos, promover
GleHeal fibrogénesis y vascularizacion
IL-1B
IFN-y
TNF-a Citoquinas Thl Promover respuesta inmune celular
IL-2
IL-12p70
IL-4 )
IL-5 Citoquinas Th2 Promover respuesta inmune
humoral
IL-13
17 Citoquinas Th17 Funciones e.n ‘automm.unldadf asma,
defensa antiviral y antibacteriana
IL-6 Citoquina pro-Th17 Defensa antiviral. Procesos
/proinflamatoria inflamatorios y autoinmunes
IL-10 Mediador antiinflamatorio | Modular la inflamacion
IL-7 Cltoquma con funcion Movilizar linfocitos T
propia

Tabla 3: Mediadores inmunoldégicos y sus funciones.
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Inmunoglobulinas

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas sintetizadas por linfocitos B (IgM, IgD) y células

plasmaticas derivadas de ellos (IgG, IgA, IgE).

Estan presentes en la sangre (plasma) y otros fluidos bioldgicos (saliva, lagrimas, secrecién
mucosa intestinal, liquido intersticial, etc.). En el plasma se detectan dentro de la fraccién de
las y-globulinas. Son capaces de reconocer a otras moléculas — antigenos — de manera muy
especifica, y formar complejos estables con ellos —inmunocomplejos —. Su aparicidén en plasma
forma parte de la respuesta inmunolégica adaptativa, en lo que se conoce como respuesta

humoral especifica.

Estdn compuestas por dos cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H) idénticas entre si.
Cada una de las cuatro cadenas polipeptidicas estd compuesta por varios dominios de unos

110 aminoacidos unidos por puentes disulfuro (131).

Los mamiferos poseen 2 clases de cadenas ligeras: kappa y lambda (151). En el caso de las
cadenas pesadas, los mamiferos poseen 5 clases: mu, delta, gamma, alfa y épsilon. Cada uno
de los tipos se corresponden con las 5 clases de inmunoglobulinas, respectivamente: IgM, IgD,
IgG, IgA, e IgE. Existen cuatro subtipos de cadenas gamma: y1, y2, y3, v4; y dos subtipos de

cadenas alfa: al, a2, que dan lugar a cuatro subclases de IgG y dos subclases de IgA (13).

Las cadenas ligeras se dividen en dos dominios. En el extremo carboxiterminal esta el dominio
constante (C,), y en el aminoterminal el dominio variable (V,), que presenta una amplia
variabilidad. Las cadenas pesadas poseen igualmente un dominio variable (V) y tres dominios

constantes (Cyq, Chy, Cys) (cuatro en el caso de IgM e IgE) (131).

Cada inmunoglobulina presenta dos sitios de unidn al antigeno, de la misma especificidad
localizados en la regién variable. El centro de unidn con el antigeno esta formado por tres
segmentos peptidicos no colineales pertenecientes al dominio variable de la cadena pesaday
tres de la cadena ligera que se yuxtaponen para formar una superficie o cavidad (paratopo)
donde se aloja la region del antigeno reconocida por el anticuerpo (epitopo). Cada uno de
estos segmentos tiene una longitud de 6 a 8 aminoacidos. El pardtopo conforma una imagen

especular del epitopo, y los seis segmentos que lo forman reciben el nombre de regiones
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determinantes de la complementariedad (CDR). En las CDRs de ambas cadenas se concentra la

mayor variedad secuencial de los dominios variables de la inmunoglobulina, por lo que

también se denominan regiones hipervariables (131).

CDR [ Variable Constante
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Figura 8: Estructura de las inmunoglobulinas(131).

La region variable, la que interactla con el antigeno, esta codificada por segmentos génicos

diferentes de aquellos que codifican las regiones constantes. Las regiones constantes

determinan las clase de la inmunoglobulina, como los genes de la regién variable son distintos,

inmunoglobulinas de diferentes clases pueden poseer la misma region variable (151).

El tratamiento con papaina divide la inmunoglobulina en 2 fragmentos de unién al antigeno o

Fab (antigen binding fragment) y un fragmento cristalizable o Fc (crystalline fragment). El

fragmento Fc es la parte que interacciona con los receptores celulares y contiene la zona de

unioén para el fragmento Clqg del complemento.

2x Fab ’

Fc

Digestidn con
—_—
papaina

Figura 9: Fragmentos resultantes tras tratamiento de inmunoglobulinas con papaina.
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Los anticuerpos no tienen una funcién microbicida directa, pero pueden marcar al patégeno y
convertirse en un vinculo entre éste y el mecanismo destructor. Las vias mediante las que
actuan las inmunoglobulinas son el bloqueo o neutralizacidn, la activacion del complemento, la

opsonizacidn y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (13).

IgG

La IgG es la inmunoglobulina mas abundante, constituyendo el 75% de las inmunoglobulinas
presentes en el suero. Su concentracion varia entre 870-2180 mg/dL. Es una inmunoglobulina

monomeérica con un peso molecular de 150 kDa.

Dado su tamafio la IgG puede moverse al liquido extracelular en el compartimento tisular.
Menos del 50% del contenido de IgG estda en la circulacién en un momento dado. La IgG es el
Unico isotipo que atraviesa la placenta humana hasta el feto. A partir de las 20 o0 21 semanas
de gestacion, las IgG maternas cruzan la placenta por medio de un receptor especial de
transporte placentario, el FcRn, y se introducen en la circulacién fetal (13). Su vida media en

suero es de unos 23 dias (152).

En humanos la I1gG se divide en 4 subclases: IgG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 las cuales varian en su
composicidon de aminodcidos y en el grado de glucosilacidn. Se presentan en diferentes
concentraciones en el suero, la mayoritaria es la IgG1 que supone del 60 al 70% del total,

seguida de la 1gG2: 20-30%, 1gG3: 5-8% y por ultimo la IgG4: 1-4% (152).

Las funciones biolégicas de la IgG incluyen la opsonizacidn y la activacion del complemento.
Las inmunoglobulinas pueden, al igual que las proteinas del complemento, actuar como
opsoninas (152). Las distintas subclases varian en cuanto a su habilidad para unirse a la
proteina C1q y activar la via cldsica del complemento. IgG1 e I1gG3 fijan el complemento de

manera mas efectiva mientras que IgG2 lo fija débilmente e 1gG4 no lo fija (153).

IgM

La IgM es la inmunoglobulina de mayor peso molecular, 900 kDa., lo que la mantiene en gran

medida restringida al compartimento intravascular. La concentracion de IgM en suero es de

60-220 mg/dL y su vida media en sangre son 5 dias.
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En la superficie de los linfocitos B se encuentra en forma monomeérica. Esta IgM de membrana
permite al linfocito B detectar el antigeno correspondiente cuando se encuentra con ély

desencadenar su posterior activacién y proliferacién.

En el suero se encuentra en forma pentamérica, las 5 unidades monoméricas se mantienen
unidas mediante de puentes disulfuro y un polipéptido llamado cadena J. La inhibicién estérica
tipicamente permite que sélo 5 de los 10 sitios de unidn a antigeno de la IgM se unan
simultdneamente al antigeno. Aun asi, esta capacidad de unién polivalente permite que la IgM
aporte una defensa eficaz a pesar de su caracteristica baja afinidad por el antigeno. Los
anticuerpos IgM defienden al huésped mediante el bloqueo de la unidn del patégeno a las
células y la agregacion de agentes infecciosos, lo que facilita su eliminacidn. De las 5 clases de

inmunoglobulinas la IgM es la mas potente activadora del complemento (154).

La IgM muestra actividad inmunomoduladora en enfermedades autoinmunes (155,156).

La mayor parte de la IgM se produce por linfocitos B1 o B2 después de la exposicién al
antigeno, pero una parte se produce de manera T independiente por linfocitos B1 sin
necesidad de estimulo antigénico previo, es lo que se conoce como IgM natural. Ambas formas
de IgM son muy similares aunque la natural presenta una estructura mas flexible en las zonas
de unidn al antigeno lo que facilita una interaccién con mayor variedad de antigenos. Los
anticuerpos naturales se encuentran en titulos bajos en suero y junto a otros componentes de
la respuesta innata, forman parte de la primera linea de defensa frente a la infeccion

(154,157).

La IgM natural ha demostrado un papel protector en la defensa frente a numerosos

patdgenos, incluidos virus (157).

IgA

Su concentracién en suero es de 117-420 mg/dL, pero es la inmunoglobulina predominante en
secreciones. Su semivida en suero es de unos 6 dias. La IgA tiene una semivida menor que la
IgG, es secretada abundantemente en espacios corporales y superficies mucosas (intestino,
faringe, etc.). Como resultado es el isotipo con el ratio mas alto de produccién, aunque su
concentracién sérica es menor que la de IgG. Un adulto de 70 kg. produce aproximadamente

4.5gdelgA al dia, 2.4 de IgG, y 0.6 de IgM (151).
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IgD

Junto con la IgM es la inmunoglobulina predominante en la superficie de los linfocitos B
maduros, jugando un importante papel en la activacion de estos. La IgD se encuentra en suero
en bajas concentraciones, <10 mg/dL y no tiene papel efector en la defensa del huésped. Su

peso molecular es de 170 kDa. y su semivida en suero son 3 dias (151).

IgE

Es la inmunoglobulina con menor concentracidon en el suero humano. En situaciones normales
el valor superior de normalidad es de 250 pg/L, en enfermedades como la dermatitis atdpica,
su concentracion puede aumentar hasta 100 veces. Su peso molecular es de 190 kDa. y su
semivida en suero son 3 dias, pero una vez unida a los mastocitos, la IgE persiste durante
mucho tiempo, quizd durante toda la vida del mastocito (13). Juega un papel importante en la

respuesta inmune frente a parasitos y en reacciones alérgicas (151).

Cinética de la produccion de anticuerpos

En el primer encuentro con un antigeno, el sistema inmunitario genera una respuesta primaria
de anticuerpos que es detectable en 5-7 dias. La respuesta de anticuerpos primaria consta de

anticuerpos IgM, con una afinidad relativamente baja por el antigeno.

En los siguientes dias, algunos linfocitos B productores de anticuerpos comienzan a sintetizar
anticuerpos que tienen la misma especificidad antigénica, pero de un isotipo IgG, IgA o IgE.
Para cambiar entre los isotipos, los linfocitos B deben recibir sefales de los linfocitos T
colaboradores activados que son tipicamente especificos para el mismo antigeno que los
linfocitos B. Bajo la influencia de los linfocitos T, algunos linfocitos B se convierten también en
células memoria. En la exposicidn posterior al mismo antigeno, los linfocitos B de memoria se
dividen rapidamente y comienzan a producir grandes cantidades de anticuerpos en tan sélo 1
0 2 dias. La respuesta secundaria humoral se caracteriza por tanto por la produccion de
cantidades mayores de anticuerpos y forma mas rapida que en la respuesta primaria, de hecho

existen

Las respuestas secundarias son en gran medida de isotipo IgG, IgA o IgE, sélo se producira IgM

si clones nuevos de linfocitos B que emergen de la médula dsea se encuentran con el antigeno.
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Por tanto, la presencia de anticuerpos IgM se puede considerar una indicacién de una

infeccidn activa.

La afinidad de los anticuerpos en la respuesta secundaria es mucho mayor que en la respuesta
primaria, de hecho existen test de laboratorio que miden la avidez de los anticuerpos
implicados en la respuesta y pueden situar cronolégicamente la infeccién. Cuando se conoce
con precision el momento de exposicion al antigeno, como en las vacunaciones, resulta facil
distinguir entre la respuesta primaria y secundaria. Sin embargo, en el caso de una infeccidn
respiratoria sin filiar en la que el periodo de incubacién puede ser extremadamente variable y
el antigeno persiste a lo largo de un intervalo prolongado, se hace mas dificil la distincién entre

respuesta primaria o secundaria.

En este trabajo se ha pretendido caracterizar el papel del sistema inmune en la fisiopatologia
de la enfermedad producida por el virus A/HIN1pdmQ9 y otros virus causantes de neumonia
grave durante la temporada postpandémica, asi como conocer mejor las caracteristicas clinicas
de los pacientes. Se ha evaluado el valor diagndstico y prondstico de ambos tipos de factores,
clinicos e inmunoldgicos, lo cual podria contribuir a individualizar el tratamiento en cada

paciente en un futuro préximo
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Hipotesis

La neumonia adquirida en la comunidad (NAC) de etiologia virica es una patologia
infravalorada pese a producir casos mortales. La gravedad de esta patologia depende no solo
del agente etioldgico sino también de factores propios del hospedador como la situaciéon
inmunoldgica o la existencia de patologias concomitantes. La situacién inmunoldgica del

huésped puede condicionar el tipo de virus causante de la NAC.

Objetivos

1. Describir las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con NAC gripal

grave en la temporada postpandémica 2010-2011.

2. Analizar los factores relacionados con gravedad y mortalidad de estos pacientes,

prestando especial atencidn a sus niveles de inmunoglobulinas y citoquinas.

3. Describir las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con NAC virica no

gripal grave en la temporada postpandémica 2010-2011.

4. Analizar factores y caracteres diferenciadores entre estos pacientes y aquellos que
sufren NAC gripal grave, prestando especial atencidn a niveles de inmunoglobulinas y

citoquinas.
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Diseiio del estudio

Se disefié un estudio prospectivo, observacional y multicéntrico en el que se reclutaron
pacientes con neumonia virica ingresados en las UCIs de los hospitales participantes en el
estudio entre noviembre de 2010 y febrero de 2011. Se recogieron datos demograficos,
clinicos, analiticos y muestras biolégicas de estos pacientes para estudiar la relacion entre la
infeccidn virica y los perfiles de diversos parametros inmunoldgicos, asi como para describir las

caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes.

Se estudid el valor de distintos pardmetros inmunoldgicos para predecir la mortalidad por

neumonia gripal grave mediante analisis de regresidn y curvas de supervivencia.

Por ultimo, se estudiaron las diferencias entre los pacientes que presentaban infeccidn por el
virus de la gripe y aquellos con infeccidn por otros virus respiratorios, tanto a nivel de

caracteristicas clinicas y demograficas como de perfiles de mediadores inmunolégicos

Pacientes

Criterios de inclusidn y exclusién:

Criterios de inclusion: Pacientes mayores de edad ingresados en las Unidades de Cuidados
Intensivos (UCIs) con neumonia confirmada radiolégicamente y diagndstico microbioldgico de
virus de la gripe A/HIN1pdmO9 u otros virus respiratorios no gripales desde noviembre de

2010 hasta febrero de 2011.

Criterios de exclusion: Pacientes en los que no se confirmé la presencia de virus mediante
diagndstico molecular. Pacientes en cuyo suero no fue posible la medicidn de niveles de
inmunoglobulinas o citoquinas. Pacientes en los que no se recogié muestra de sangre en las
primeras 24 horas. Pacientes en los que no se recibié ficha de datos demograficos
completamente rellenada. Pacientes que no firmaron el consentimiento informado. Pacientes

menores de edad.
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Poblacion control

Se incluyeron 15 controles sanos reclutados entre los trabajadores del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid, de edad y sexo similares a los pacientes. Ninguno de los voluntarios
tenian antecedentes clinicos relevantes ni presentaron signos de infeccion o condicidn

inflamatoria alguna en el momento de la recogida de la muestra.

Comité de ética. Consentimiento informado

La aprobacion del protocolo del estudio, tanto en los aspectos cientificos como éticos, se
obtuvo del Comité Cientifico de Investigacion Clinica de cada uno de los hospitales
participantes. Ademads, todos los pacientes firmaron una hoja de consentimiento informado, a

través de la cual aceptaban su participacion en el estudio (Anexo 1).

Muestras

Todas las muestras de los pacientes se recogieron durante las primeras 24 horas de ingreso en

la UCI.

Se recogié una muestra de sangre en tubo de EDTA (Acido etilendiamino tetraacético) de
todos los pacientes para medicion de niveles de citoquinas e inmunoglobulinas. Se recogio
también un frotis nasofaringeo. Ambas muestras se enviaron a la Unidad de Investigacién en
Infeccion e Inmunidad del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, la cual posteriormente
remitid los frotis al Servicio de Microbiologia del HCUV dénde se realizé el diagndstico de virus

respiratorios,

Tanto el suero como los frotis nasofaringeos se conservaron congelados a -802C hasta su
analisis en la Unidad de Investigacion en Infeccidn e Inmunidad del Hospital Clinico

Universitario de Valladolid o en el Servicio de Microbiologia del HCUV.
Para una correcta recoleccion y conservacién de estas muestras se instruyé a todos los

hospitales participantes en un protocolo de recogida, codificacién, etiquetado y

almacenamiento comun.
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Ademas de estas muestras, que fueron enviadas a la unidad de investigacion en infeccién e
inmunidad del Hospital Clinico Universitario de Valladolid, se recogieron otra serie de muestras
gue fueron analizadas en cada hospital participante y que no requirieron por tanto ser
congeladas ni enviadas a Valladolid. Esas muestras fueron muestras de sangre para la
realizacién de hemograma, pruebas bioquimicas basicas y gasometria. Las muestras fueron

recogidas y analizadas segln el protocolo de trabajo habitual de cada hospital.

Por ultimo se recogieron diversas muestras (orina, hemocultivos, muestras respiratorias) para
realizar analisis microbioldgicos de bacterias y hongos que también se llevaron a cabo en cada
hospital participante segln sus protocolos de rutina de diagndstico microbioldgico de

neumonias.

Los resultados derivados del andlisis de estas muestras se recogieron en el anexo 2 que
posteriormente fue enviado a unidad de investigacién en infeccién e inmunidad del Hospital

Clinico Universitario de Valladolid.

Las muestras de sangre de los controles sanos se recogieron en un tubo de EDTA en el
Departamento de Microbiologia e Inmunologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid
(HCUV). Posteriormente se analizaron de la misma manera que las muestras recogidas de los

pacientes.

Recogida de datos clinicos y otros parametros de laboratorio

Se rellend una ficha de recogida de datos clinicos para todos los pacientes que se facilitd a los
integrantes del proyecto de cada uno de los hospitales participantes (Anexo 2). En esta ficha se
recogieron datos demograficos (como edad o sexo), datos referentes a la hospitalizacién

(ej.: fecha de ingreso), comorbilidades, etc., asi como los ya mencionados resultados

microbioldgicos y de laboratorio.

Para permitir el analisis estadistico las comorbilidades registradas se agruparon en varias

categorias (ej.: patologia digestiva, patologia cardiovascular, etc.)

La obesidad se definié como indice de masa corporal (IMC) = 30 (158).
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Diagndstico viroldgico

Ademads de la informacion microbioldgica recogida en el anexo 2, en todos los pacientes se
confirmé el diagndstico virolégico de virus respiratorios en el Servicio de Microbiologia del
HCUV, mediante el panel de diagnéstico de virus respiratorios XTAG Respiratory Viral Panel
Fast (RVP FAST) basado en la tecnologia Luminex. Los virus identificados como virus de la gripe
A no subtipables en este panel, se analizaron por RT-PCR en tiempo real con el kit “RealTime
ready Influenza A/HIN1 Detection Set” para confirmar que se trataba del nuevo virus

pandémico.

La amplificacién del genoma viral se llevd a cabo a partir de acidos nucleicos extraidos de las

muestras respiratorias enviadas por cada hospital participante.

El procedimiento de extraccidn del ARN viral es un paso critico ya que de la cantidad y calidad
del ARN obtenido en este paso dependera la eficacia de la amplificacién. Por ello se utilizé un
extractor automatico, que ofrece mayor rendimiento que la extraccién manual, en concreto el
extractor EasyMag (Biomerieux) (Figura 10), el cual mediante la utilizacidn de particulas de
silice magnética permite la extraccién tanto de ADN como de ARN de elevada pureza y puede
ser utilizado en una amplia variedad de muestras (159). El protocolo de extraccidn utilizado fue

el recomendado por el fabricante.

Figura 10: Plataforma de extraccion de acidos nucleicos.
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Panel de deteccidn de virus respiratorios por PCR y fluorocitometria.

El panel de deteccidn de virus respiratorios RVP FAST incorpora en la plataforma Luminex la
reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (PCR-TI) multiplex junto con el
sistema de clasificacion por etiquetas (tags) universal de propiedad exclusiva de Luminex. El

analisis incluye también controles internos de extraccion y de procedimiento.

En cada muestra se amplifican 10 pl del extracto viral (ARN o ADN) en una Unica PCR-TI
multiplex. Cada virus o control interno de la muestra da como resultado amplicones de PCR

(que oscilan entre 58 y 206 pares de bases, sin incluir la etiqueta de 24 segmentos)

A continuacion se afiade una parte alicuota del producto de la PCR-Tl a una reacciéon de
hibridacidén/deteccidn que contiene la matriz universal y el conjugado de estreptavidina/R-
ficoeritrina. Cada poblacidén de microesferas de Luminex detecta una diana viral o control de
analisis especifico mediante una hibridacion anti-tag/tag especifica. Después de la incubacion
de los productos de PCR-TI con la mezcla de microesferas, el clitmetro de lectura ordenay lee
las reacciones de hibridacidn/deteccidn. Se genera una sefial (de intensidad de fluorescencia
media) para cada poblacién de microesferas. Estos valores de fluorescencia se analizan para
determinar la presencia o ausencia de objetivos virales y controles en cada muestra. Asi en una
Unica reaccion multiplex se identifican todos los virus incluidos en el panel. El xTAG Data
Analysis Software para RVP FAST (TDAS RVP FAST) analiza los datos para proporcionar un

informe que resuma los virus presentes.

Los tipos y subtipos de virus detectados por este ensayo se describen en la jError! No se
encuentra el origen de la referencia.. El subtipo H1 detectado corresponde al subtipo HIN1
estacional, es decir, el subtipo circulante previo al pandémico. El subtipo pandémico no esta

incluido en esta técnica, siendo identificado en este caso Unicamente como gripe A sin subtipo.
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‘ Virus Tipo/Subtipo
Gripe A Genérico
Gripe A H1
Gripe A H3
Gripe B Genérico
VRS A
VRS B
Coronavirus 229E
Coronavirus 0c43
Coronavirus NL63
Coronavirus HKU1
Parainfluenza 1
Parainfluenza 2
Parainfluenza 3
Parainfluenza 4
Metapneumovirus humano
Entero/Rhinovirus
Adenovirus
Bocavirus

Tabla 4: Virus respiratorios detectados por el método Luminex.

e Protocolo de trabajo

El ensayo Luminex consta de 5 pasos (Figura 11):

5Pasos: ler 29 3¢ 42 5¢
Extraccidn i
=& —J— U2
. : Multiplex xTag™ Adquisicién Analisis de
Muestra: Acido .
lavados Nucleico  RVTCR Arl;l:;vse:.:tai:-.g de Igz (Ii:tos los datos
nasofaringeos.  Total
plataforma TDAS
(Bead Luminex
Hybridization) XMAP

Figura 11: Esquema de los pasos del panel de deteccidon de virus respiratorios

19 paso: Extraccion de los acidos nucleicos: Antes de realizar el proceso de extraccion
automatica, afiadir el control interno. La extraccién se realiza en la plataforma EasyMag de

Biomerieux siguiendo las instrucciones especificadas por el fabricante.
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22 paso: RT-PCR multiple: Preparacidn de la mastermix. En tubos aptos para PCR mezclar
la master mix con el extracto obtenido en el primer paso. Colocar los tubos en el termociclador

siguiendo las condiciones y cascadas o rampas de temperaturas especificadas por el fabricante

(Tabla 5).
Ciclos Temperatura (2C) Tiempo
Precalentamiento 1 50 20:00
Desnaturalizacion 1 95 15:00
95 0:30
Amplificacion 34 59 0:30
72 0:30
Elongacion 1 72 2:00
Terminacion 4 Mantenido

Tabla 5: Programa de temperaturas y tiempos del termociclador para el protocolo Luminex

de virus respiratorios.

3% paso: Hibridacién y deteccidn con las micro-esferas: Vortear el reactivo que contiene la
mezcla de esferas, y sonicar durante 10 segundos en una bafiera de ultrasonidos para
dispersar las microesferas. Repetir dos veces. Dispensar 20 pul de la mezcla en todos los pocillos
de una placa de microtitulacién, afadiendo 2 pl del producto de la RT-PCR en los pocillos
correspondientes. Afiadir la solucién de estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) diluida en una
bafiera y utilizando una pipeta multicanal dispensar 75 ul de la solucién en cada pocillo,
homogeneizando la placa de reaccién en un agitador de placas. Sellar la placa e introducir en el

termociclador a 452C durante 20 minutos.

49 paso: Lectura de datos: Tras la hibridacion destapar la placa e introducir en el aparato

de lectura el cual realizara la adquisicién de datos y su posterior lectura (Figura 12).
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Luminex?°°

Figura 12: Plataforma Luminex.

52 paso: Analisis de los datos: El software TDAS RVP analiza los datos proporcionando

una lista de los virus detectados en cada muestra (Figura 13).

| Controls | Influenza a... | RSY |
Lo_. | Sample POS Calls | Run Control | Intemal C___| Influenza B | RSVA IEEE | Notes and explanations
Al Sample 1 ABS PRES NEG NEG NEG Al
B1 Sample 2 ABS PRES NEG NEG NEG
C1  Sample3 Influenza B ABS PRES POS NEG NEG
D1 Sample 4 ABS PRES NEG NEG NEG
E1 Sample 5 ABS PRES NEG NEG NEG
F1 Sample 6 ABS PRES NEG NEG NEG
G1 Sample 7 ABS PRES NEG NEG NEG
H1 Sample 8 ABS PRES NEG NEG NEG —
A2 Sample 9 RSVEB ABS PRES NEG NEG POS
B2 Sample 10 RSVA ABS PRES NEG POS NEG
C2 Sample 11 ABS PRES NEG NEG NEG
Target Call Signals (MFI) ] Thresholds |
| | Raw | Background | Positive | Negative

Run Control | ABS 42.0 59.0 300 f1x 3005 1x

Internal Co... | PRES 1100.5 62.0 300 71x 3007 1x

Influenza A POS 6096.0 73.5 300 f1x 150/ 1x

H1 POS 3731.0 1235 3007 1x 1507 1x

H3 NEG 91.5 61.0 3001 1x 1507 1x

Influenza B NEG 435 55.5 3007 1x 1505 1x

RSV A NEG 37.0 47.0 300 f1x 1507 1x

RSV B NEG 41.0 72.0 3007 1x 1507 1x

Para1 NEG 23.0 27.0 30071x 1505 1%

Para 2 NEG 59.0 525 300 1% 150 1%

Para 3 NEG 49.0 81.5 3007 1x 1507 1%

Rhinovirus NEG 52.0 58.0 30071x 1507 1x

Metapneu... NEG 61.5 18.5 300 F1x 150 1%

Adenovirus NEG 51.0 53.5 300 71x 1507 1%

Figura 13: Software de analisis TDAS RVP.

RT-PCR en tiempo real para diagndstico especifico de A/H1IN1pdmO09

Para confirmar que el subtipo gripal era el A/HIN1pdm09, todas las muestras positivas para
gripe A no subtipables por Luminex se analizaron con el reactivo “RealTime ready Influenza

A/H1N1 Detection Set” de Roche, especifico para la deteccion del virus gripal A/HIN1pdmQ9.
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La técnica consiste en una RT-PCR a tiempo real, en la que se usa una combinacién de

cebadores y sonda de hidrdlisis especificas para la deteccién de la proteina de la matriz viral
(M2) y otro juego de cebadores y sonda especificos para la hemaglutinina (H) del virus gripal
pandémico (160). Las sondas en este ensayo estan marcadas con FAM. La técnica incluye un

control positivo para el gen de la M2 y otro para el gen de la H.

e  Protocolo de trabajo

El protocolo utilizado se optimizd para su uso en el termociclador LightCycler 2.0 (Figura 14).

Figura 14: Termociclador a tiempo real LightCycler 2.0.

19 paso: Extraccion de los dcidos nucleicos: La extraccion se lleva a cabo en la plataforma

EasyMag de Biomerieux siguiendo las instrucciones especificadas por el fabricante.

22 paso: RT-PCR: Preparar la mezcla de reaccion (una para el gen de la proteina M2 y otra para
el gen de la HA). Homogenizar y mantener en frio hasta su utilizacion. Dispensar 10 pl de cada

una de las mezclas de reaccién en todos los pocillos de la placa. Vortear y centrifugar los tubos
gue contienen el material genético extraido de las muestras respiratorias. Afiadir 10 ul de cada
muestra en el pocillo correspondiente, uno para el gen HA y otro para el M2. Afadir 10 ul de

agua libre de nucleasas en dos pocillos extra como control negativo. Para confirmar la validez
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del ensayo, afiadir un control positivo para el gen M2 y otro para el gen HA, ambos diluidos en
agua libre de nucleasas a una concentracion final de 1:10. Sellar la placa, centrifugar para
mezclar la muestra con la mezcla de reaccién e introducir en el termociclador siguiendo el

programa especificado en la Tabla 6.

Programa Ciclos Segmento T2  Tiempo
Transcripcion reversa 1 952 8:00
40?2 10:00
ubG 1 952 5:00
Desnaturalizacion 952 0:01
Amplificacién 45 Anillamiento 602 0:20
Elongacion 72¢ 0:01
Refrigeracion 1 402 0:30

Tabla 6: Programa de temperaturas y tiempos del Termociclador RT-PCR (Roche).

3% paso: Lectura Interpretacién de resultados: La lectura e interpretacidn se realizaron
mediante el software proporcionado por el fabricante (Figura 15). Una muestra se
consideradé positiva, si lo era tanto para el gen que codifica la proteina M2 y para el gen HA

siendo los controles de la reaccion conformes (positivos y negativos).
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Figura 15: Resultados y software de andlisis del LightCycler 480 II.
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Perfiles de mediadores inmunoldgicos. Protedmica.

Las citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento se midieron usando el panel Bio-Plex Pro
Human Cytokine 17-plex Assay de Bio-Rad, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
inmunoglobulinas se midieron usando el panel Bio-Plex ProHuman Isotyping Panel de Bio-Rad,

segun las instrucciones del fabricante.

Estos paneles se basan en el uso de la citometria de flujo y permiten la medicién cuantitativa
de mediadores inmunes diferentes. El principio de este analisis es similar a un inmunoensayo

tipo sandwich.

Los anticuerpos dirigidos contra mediadores inmunoldgicos diana estan unidos
covalentemente a microesferas magnéticas tefiidas internamente. Las microesferas reaccionan
con las biomoléculas diana presentes en la muestra. El principio es similar al de un microarray
pero con la ventaja de utilizar sondas adheridas sobre particulas en suspensién en lugar de

fijas sobre una superficie, con objeto de aumentar su sensibilidad.

Al igual que en el kit de diagndstico de virus respiratorios, los datos de la reaccion son
adquiridos usando el sistema Luminex, el cual permite cuantificar la intensidad de las

reacciones bioquimicas que tienen lugar en la superficie de las microesferas.

Este aparato emite una radiacién con una longitud de onda capaz de excitar las moléculas de
fluorocromo contenidas en las microesferas. La intensidad de la fluorescencia emitida por
éstas permite diferenciar el analito que se mide en cada caso. Otro laser excita las moléculas
de ficoeritrina (PE) que se ainaden al final del ensayo y mediante el sistema 6ptico de deteccidon
del Luminex se mide la intensidad de la reaccidon que tiene lugar en la superficie de las
microesferas y el software del Luminex calcula automaticamente la concentracién de cada
mediador en la muestra problema, empleando una curva estandar derivada de una suspension
de mediador estandar, de concentracidn conocida y de la que se hacen diluciones seriadas.
Para una adecuada adquisicién de los datos, las microesferas estan tenidas con una
combinacion de dos colorantes fluorescentes en proporciones conocidas de manera que cada
microesfera tiene asignado un nimero (region de la microesfera) del 1 al 100 segun el ratio de

los dos colorantes fluorescentes.
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e Protocolo de trabajo

Preparar los estandares realizando diluciones seriadas (1/4) de un estandar suministrado con
el kit resultando 8 estdndares que seran analizados por duplicado. Como control negativo

utilizar diluyente del estandar.

Preparar las muestras realizando diluciones 1/4 para el andlisis de citoquinas y diluciones

1/10.000 para el anélisis de inmunoglobulinas.

Humectar la placa con 150 ul del tampdn y eliminar posteriormente el tampdn mediante

filtracion por vacio.

Una vez preparada la placa afiadir las microesferas. Estas microesferas incorporan el
anticuerpo dirigido frente a los diferentes mediadores. Lavar los micropocillos, repetir y afiadir
los estandares, controles y muestras en su pocillo correspondiente (50 pl). Incubar la placa a

temperatura ambiente y en agitacion durante 30 minutos.

Tras la incubacion, realizar 3 lavados y afadir 25 pl del anticuerpo de deteccién (marcado con
biotina) a cada pocillo. Realizar una segunda incubacidn a temperatura ambiente y en
agitacion durante 30 minutos. Como resultado se formara un sandwich de anticuerpos

alrededor del mediador.

Pasado el tiempo de incubacidn realizar 3 lavados de la placa, adicionar la solucién de
estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) previamente diluida a cada pocillo e incubar a temperatura
ambiente en agitacion durante 10 minutos. Durante esta incubacién el SAPE se unira al

anticuerpo de deteccion biotinilado en la superficie de la microesfera (Figura 16).
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1- Incubacion de las microesferas conjugadas con anticuerpo
Q especifico con la muestra problema o el estandar

Oﬁ 2- Lavado e incubacion con anticuerpo biotinilado de deteccion

OH 3- Lavado e incubacién con Estreptavidina-PE . Lectura de intensidad

de fluorescencia.

Figura 16: Representacion grafica del método utilizado para la deteccion multiplex de

mediadores inmunoldgicos.

Finalizada la incubacién y previamente al proceso de lectura lavar la placa y mantener

agitacién a 1.100 rpm durante 30 segundos.

Introducir la placa en la plataforma Luminex, donde mediante el software suministrado por el
fabricante, se realizard el analisis de los datos (Figura 17). Los valores del ultimo estandar se
considerardn como limites de deteccién para cada mediador, segiin recomendacién del
fabricante. Aquellos valores por debajo del nivel de deteccidn serdn equiparados al nivel de

deteccion.
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Figura 17: Programa donde se recogen en una tabla los valores de cada citoquina y en los
graficos las regiones en que se distribuyen las esferas asi como la intensidad luminosa que

emite la muestra.

Analisis estadistico de los resultados.

El analisis estadistico de los datos se realizd usando la version 20.0 del programa SPSS para

Windows.

La descripcion de los pacientes se realizé calculando la frecuencia absoluta (n) y la
proporcién (%) en el caso de las variables cualitativas. Las variables cuantitativas se expresaron

como mediana y rango intercuartil.

La distribucidon por sexos de los pacientes con gripe se representé graficamente usando un

diagrama de barras realizado con el programa Microsoft Excel 2010.

La duracién de la estancia hospitalaria de los pacientes con gripe se represento graficamente

en forma de diagrama de cajas usando el programa SPSS.

Para estimar diferencias entre grupos, se realizaron comparaciones utilizando el test del

Chi-cuadrado en el caso de las variables categoricas. Las diferencias entre variables cualitativas
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se evaluaron mediante el test de Mann-Whitney, ya que el test de Saphiro Wilk demostré
ausencia de distribucion normal. En todas las comparaciones entre grupos se asumié un nivel

de significacion estadistica igual o menor de 0,05.

Los factores diferenciales entre pacientes con gripe u otros virus se representaron
graficamente utilizando diagramas de cajas (programa SPSS) o graficos de sectores (programa

Excel).

En el caso de los niveles de citoquinas, los niveles presentados por los pacientes se
compararon con los niveles presentados por los controles sanos ya que no existen valores de
normalidad para estos mediadores inmunoldgicos. Se realizé representacién grafica de estos

niveles mediante diagramas de cajas utilizando el programa SPSS.

La asociacion entre los niveles de citoquinas se calculd utilizando el coeficiente de correlacion
de Spearman-Karber, se consideraron significativas las correlaciones cuyo valor p fue igual o
inferior a 0,05. Mediante el programa JColorGrid se representaron graficamente las

correlaciones significativas generando mapas de color.

El estudio de los niveles de inmunoglobulinas se realizé de la misma manera que para las
citoquinas, con la Unica diferencia de que no se incluyeron comparaciones con el grupo de
controles sanos ya que en el caso de las inmunoglobulinas si que existen valores de

normalidad.

La correlacion entre citoquinas e inmunoglobulinas con el APACHE |l se representé mediante
diagramas de dispersidn y se calculd la asociacion utilizando el coeficiente de correlacion de

Spearman-Karber.

Modelos predictivos de mortalidad, curvas de supervivencia y AUROC.

Regresion de Cox

Con el fin de evaluar el riesgo de muerte de los pacientes en funcion de los niveles plasmaticos

de inmunoglobulinas y del tiempo, se realizé un modelo de regresién de Cox.
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En el analisis de mortalidad solamente se incluyeron los fallecimientos producidos en los
primeros 28 dias tras el ingreso en UCI para evitar el estudio de muertes no vinculadas a la

neumonia.

Los niveles de inmunoglobulinas medidos al ingreso se logaritmizaron para discriminar la
influencia de la ausencia de normalidad. Ademas se incluyeron en el analisis diversas variables

demograficas, clinicas y analiticas de los pacientes.

Se realizé un primer andlisis univariante en el que el nivel de significacion se fijéo en p < 0,1 para
seleccionar las variables que pudieran ser potenciales factores de confusidon en el analisis

multivariante.

Aquellas variables que resultaron significativas en el andlisis univariante se volvieron a analizar
mediante regresion multivariante de Cox utilizando el método Wald, considerando en este

caso un nivel de significacién estadistica p < 0,05.

La probabilidad de muerte en funcién del tiempo se expresé mediante Hazard Ratio (HR) e

intervalo de confianza al 95% (1C95%).

Curvas de supervivencia

La proporcion acumulada de supervivencia se representd mediante curvas de Kaplan Meier.

En este andlisis, las inmunoglobulinas que resultaron relacionadas con mortalidad en la
regresion de Cox se categorizaron como variables mediante el calculo de deciles de los niveles

de cada una de ellas.

Para estimar diferencias en el tiempo de supervivencia entre grupos segun sus niveles de
inmunoglobulinas al ingreso se realizd la prueba de logaritmo del rango (logrank). El dltimo
decil significativo (p < 0,05) seguin esta prueba se establecié como punto de corte,
representandose graficamente las curvas de supervivencia para los grupos definidos en

funcidn de dicho punto de corte.
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Area bajo la curva ROC

Para evaluar la capacidad discriminativa como test diagndstico de mortalidad que presentan la

IgM vy la IgG2 se calculd el rea bajo la curva ROC para ambas.

Solamente se incluyeron en el analisis los fallecimientos producidos en los primeros 28 dias

tras el ingreso en UCI para evitar el estudio de muertes no vinculadas a la neumonia.

El area bajo la curva ROC se representd graficamente utilizando el programa SPSS.
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Resultados

Pacientes

Se reclutaron 169 pacientes, 109 de los cuales no cumplieron los criterios establecidos. En la
mayoria de los casos no se cumplio el criterio de confirmacidn de virus de la gripe A/HIN1 u
otros virus. En 10 pacientes no se confirmd radiolégicamente el diagndstico de neumonia. En
el suero de 16 pacientes no fue posible medir los niveles de inmunoglobulinas o citoquinas por
muestra insuficiente o suero hemolizado. En seis pacientes no se recogié muestra para
analitica en las primeras 24 horas o bien la hoja de recogida de datos clinicos y demograficos
no estaba correctamente cumplimentada. Por tanto en el andlisis final se incluyeron 60

pacientes que cumplian todos los criterios establecidos (Figura 18).

Inicio n=169

Sin hallazgo de virus: n=77 |

Sin confirmacion Rx: n=10 -

Sin citoquinas o
inmunoglobulinas n= 16

Sin datos completos o analitica

al ingreso: n=6

Figura 18: Pacientes reclutados al inicio, y causas de su exclusion.

Se dividio la poblacion en dos grupos atendiendo al virus causante de la neumonia: el primer
grupo lo formaron 40 pacientes con infeccidn por virus de la gripe y el segundo grupo incluyé

20 pacientes con neumonia causada por otros virus.
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En base a los objetivos descritos con anterioridad se realizaron dos andlisis:

12 NAC gripal: Descripcion de las caracteristicas de los pacientes y busqueda de los factores

asociados a mortalidad en la neumonia por Gripe.

22 NAC virica no gripal: Descripcidn de las caracteristicas de los pacientes y busqueda de los
factores diferenciales con pacientes con NAC por gripe.
En este analisis se excluyeron 2 pacientes del grupo Neumonia por gripe por presentar

coinfeccidn por gripe y otro virus respiratorio.

La procedencia de los pacientes se representa en la Figura 19.

Corporacién Sanitaria y
Hospital Clinico Universitario de Universitaria Parc Tauli. Hospital
Valladolid (Valladolid): n=2 de Sabadell (Sabadell): n=1

¥
!
Hospital
Hospital Universitario Universitario
Rio Hortega Joan XXIII
(Valladolid): n=11 (Tarragona): n=8

f S =)
I /—’ z?' :
&, L5 Hospital Son
/ Llatzer (Palma de
Mallorca):n=22
VA - - Hospital Universitario
Hospital Nuestra Sefiora Hospital de Jérez La Fe (Valencia): n= 7
de Valme (Sevilla): n=4 (Jérez): n=5

Figura 19: Hospitales participantes y nimero de pacientes reclutados en cada uno de

ellos.
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Estudio de los factores de mortalidad asociados a la

neumonia por gripe

Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de la

poblacidn:

Se incluyeron 40 pacientes admitidos en UCI con diagndstico de neumonia y con diagndstico
molecular de virus de la gripe A/HIN1pdmOQ9. Para realizar comparaciones de los niveles de
citoquinas se incluyeron 15 controles sanos reclutados entre los trabajadores del Hospital

Clinico Universitario de Valladolid, de edad y sexo similares a los pacientes.

De los 40 pacientes 15 (37,5%) fallecieron y 25 (62,5%) sobrevivieron. La mediana de edad de
los pacientes fue 55,0 afios con un rango intercuartil (Rl) de 20. La mediana de edad de los
supervivientes fue 52,0 afios (RI: 27). La mediana de edad de los fallecidos fue superior: 58,0

afios (RI: 9), aunque esta diferencia no era estadisticamente significativa.

No se observaron diferencias en la distribucién por sexos en los distintos grupos de pacientes
(Prueba de Chi-cuadrado). El 67% de los pacientes fallecidos (n=10) fueron hombres y el 33%
(n=5) mujeres. El 72% de los pacientes supervivientes fueron hombres (n=18) mientras que el

28% fueron mujeres (n=7) (

Figura 20).
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100% -

90% -

80% -

70% -
60% -
50% -
40% -
30% -

® Hombres

B Mujeres

20% -

10% -

0% -

Fallecidos Supervivientes

Figura 20: Distribucion por sexo de los pacientes fallecidos y supervivientes.

Los supervivientes ingresaron en la UCI en los primeros siete dias tras el inicio de los sintomas,
rango intercuartil (Rl): 7, mientras que dicho periodo fue de ocho dias (RI: 3) en los fallecidos
(Figura 21). El tiempo de ingreso en UCI fue de 12 dias para los supervivientes (RIl: 20) y de 9

dias (RI: 24) para los fallecidos (Figura 22).
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204

Tiempo (dias)

L

p=0,721

Supervivientes

Figura 21: Dias desde el inicio de los sintomas hasta el ingreso en UCI.

I
Fallecidos

80

60

Tiempo (dias)

204

L

p=0.907

I

Supervivientes

Figura 22: Duracion del ingreso en UCI.

I
Fallecidos
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Total Supervivientes  Fallecidos
Caracteristicas (n=40) (n=25) (n=15) Valor p
Edad (afios) 55 [20] 52 [27] 58 [9] n.s.
Sexo n.s.
Femenino 12 (30) 7(28) 5(33)
Masculino 28 (70) 18 (72) 10 (66)
Comorbilidades 30 (75) 18 (72) 12 (80) n.s.
Patologia digestiva 3(7) 2(8) 1(e) n.s.
Patologia cardiovascular 7(17) 4 (16) 3 (20) n.s.
Patologia neurolégica 3(7) 3(12) 0(0) n.s.
Patologia renal 2(5) 2(8) 0(0) n.s.
Patologia respiratoria 11 (27) 8(32) 3 (20) n.s.
Inmunosupresién 16 (40) 6 (24) 10 (66) 0.008
Diabetes 6 (15) 4 (16) 2 (13) n.s.
Hipertension 12 (30) 8(32) 4 (26) n.s.
Fumador 18 (45) 11 (44) 7 (46) n.s.
Abuso alcohol 3(7) 2(8) 1(6) n.s.
Uso drogas i.v. 1(2) 1(4) 0(0) n.s.
Obesidad 8 (20) 5(20) 3 (20) n.s.
Infeccion bacteriana
Al ingreso en UCI 10 (25) 5(20) 5(33) n.s.
Durante la estanciaen UCI | 14 (35) 6 (24) 8 (53) n.s.
VMI 29 (72) 14 (56) 15 (100) 0.004
VMNI 11(27) 10 (40) 1(6) n.s.
APACHE I 16 [11] 13 (8] 21[9] 0.001
Dias hasta muerte 8 [24] - 8 [24] n.s.
PAFI 111 [81] 115 [139] 86 [71] ns.
Creatinina (mg/dl ) 1.06 [1] 1.05 [0] 1.16 [6] n.s.
AST (U/L) 54 [82] 60 [56] 50 [104] n.s.
ALT (U/L) 38 [51] 34 [33] 41 [68] n.s.
Leucocitos (x 103/uL) 8.3[11.3] 10.9[9.9] 3.9[9.3] 0.030
Neutréfilos (x 103/uL) 6.9 [9.7] 8.8 [8.7] 3.6 [8.4] n.s.

Tabla 7: Caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes: Las variables continuas se
expresan como mediana [rango intercuartil] y las categéricas como n (%6). n.s.= no

significativo.

En la Tabla 7 se detallan los antecedentes personales y comorbilidades asi como datos clinicos
y bioquimicos de relevancia de los pacientes hospitalizados al momento del ingreso. Solo se
encontraron diferencias significativas entre los fallecidos y los supervivientes respecto a la
presencia de estado de inmunosupresién previo al ingreso, la necesidad de ventilacion

mecanica invasiva, el valor en la puntuacion APACHE Il y el nivel de leucocitos
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La mayoria de los pacientes presentaban comorbilidades previas al ingreso, (72% de los
supervivientes y 80% de los fallecidos). En el grupo de supervivientes los comorbilidades mas
frecuentes fueron la presencia de enfermedad respiratoria (32%) e hipertension arterial (32%)
mientras que en el grupo de fallecidos fueron la presencia de inmunosupresién (66%) e

hipertension arterial (26%).

El porcentaje de pacientes que habia sido fumador en algin momento de su vida fue del 45%

(n=18).

En el momento del ingreso en UCI presentaban coinfeccion bacteriana el 25% de los pacientes
(n=10). Durante la estancia en UCI se diagnostico la presencia de coinfeccién en cuatro

pacientes mas (n=14, 35%).

Las bacterias identificadas fueron: H. influenzae (n=1), K. pneumoniae + A. baumannii (n=1),
P. aeruginosa (n=3), S. aureus (n=1), S. hominis (n=1), S. marcescens (n=1), S. pneumoniae

(n=4), S. pyogenes + S. warneri + P. aeruginosa (n=1), Staphylococcus sp. (n=1).

Las causas de muerte fueron fallo respiratorio (n=9, 60%), fracaso multiorganico (n=5, 33.3%),

hemorragia cerebral (n=1, 6.6%).

Los niveles de leucocitos en el grupo de fallecidos se encuentran por debajo de los niveles

considerados normales en adultos (leucopenia).

Los niveles de neutrdfilos también estan disminuidos en el grupo de fallecidos, si bien el nivel
de significacion en este caso (0.092) no se encuentra dentro del margen aceptado en este
trabajo, si que estd dentro del limite (p<0,1) que se considera generalmente aceptable en

analisis estadisticos, por lo que cabe resefiar esta diferencia.

Dado el alto porcentaje de pacientes inmunosuprimidos se realizé otro analisis para
determinar si existian diferencias en los niveles de leucocitos entre inmunosuprimidos y no
inmunosuprimidos. La mediana del valor de leucocitos en IMS fue de 4,8 x 103/uL con un rango
intercuartil de 16,1 x 103/uL, en no IMS la mediana fue de 8,5 x 103/uL con un rango

intercuartil de 8,4 x 103/uL, resultando las diferencias no estadisticamente significativas.
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Tratamiento

Todos los pacientes fallecidos (n=15) y el 88% de los supervivientes (n=22) recibieron

tratamiento antibidtico intravenoso durante su estancia en la UCI.

Todos los pacientes que presentaron coinfeccion bacteriana (n=14) recibieron tratamiento
antibacteriano, también lo recibieron el 92% (n=22) de los pacientes en los que no se
diagnosticé coinfeccidn bacteriana. Los antibidticos mas usados fueron los B-lactamicos, y
dentro de estos los carbapenemes, seguidos de quinolonas (principalmente levofloxacino) y

macralidos (azitromicina).

El 43% de los pacientes recibieron tratamiento con esteroides (n=17) (Tabla 8). De ellos 9
estaban en el grupo de los supervivientes y 8 en el de los fallecidos (Tabla 9). No se
encontraron diferencias significativas en cuanto al tratamiento con esteroides entre pacientes

fallecidos y supervivientes.

Se estudid la relacion entre el uso de esteroides y la coinfeccién bacteriana, no se encontré
ninguna relacién ni con la presencia de coinfeccién al ingreso en UCI ni durante la estancia en

UCI (p= 0,726 y p=0,517 respectivamente)

Tratamiento con esteroides n %
Si 17 42,5
No 21 52,5
No registrado 2 5
Total 40 100

Tabla 8: Relacién total pacientes que recibieron tratamiento con esteroides durante su

estancia en UCI.

Esteroides Supervivientes Fallecidos
(n=25) (n=15)

Si 9 36 8 53

No 14 56 7 47

No registrado 2 8 0 0

Tabla 9: Relacion de pacientes supervivientes y fallecidos que recibieron tratamiento con

esteroides durante su estancia en UCI.
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Todos los pacientes, excepto uno del grupo de los fallecidos, recibieron tratamiento con

oseltamivir (Tabla 10).

Pacientes Oseltamivir Total
No Si

Supervivientes 0 (0%) 25 (100%) 25

Fallecidos 1(6.6%) 14 (93.4%) 15

Total 1(2,5%) 39 (97,5%) 40

Tabla 10: Relacion de pacientes supervivientes y fallecidos que recibieron tratamiento con
oseltamivir durante su estancia en UCI. Entre paréntesis se muestra el porcentaje respecto al

total de la fila.

De los 39 pacientes que recibieron tratamiento con oseltamivir en la UCI, en todos ellos se
registré la fecha de inicio de tratamiento en UCI, lamentablemente en muchos de estos
pacientes no se recogid el tratamiento durante su estancia en planta previa al ingreso en UClI,
de manera que fue imposible analizar si los pacientes iniciaron el tratamiento con oseltamivir

en las primeras 48 horas desde el inicio de los sintomas.

Con los datos disponibles podemos analizar el retraso del tratamiento producido en la UCI: 36
pacientes recibieron tratamiento con oseltamivir en las primeras 48 desde el ingreso en UCI,
en 5 de estos pacientes el tratamiento se habia iniciado en planta antes de la admisién en la
UCI, en 27 el tratamiento en UCl comenzd en el momento del ingreso y en 4 comenzd al dia
siguiente. En 3 de los pacientes el tratamiento se retrasé mas de 48 horas desde el ingreso en

la UCI (Tabla 11).

Dias hasta inicio del

tratamiento en UCI

Anterior ingreso UCI 7 5 7 12,5
0 27 67,5
1 4 10
3 1 2,5
4 1 2,5
6 1 2,5
No tratado 1 2,5
Total 40 100

Tabla 11: Dias desde ingreso en la UCI hasta el comienzo del tratamiento con oseltamivir.
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Se recogi6 la dosis recibida en 31 pacientes, de los cuales a 17 se les administré una dosis de
150 mg/24, a 10 se les administré una dosis de 300 mg/24h, y los restantes 4 se les administré

una dosis de 75 mg/24h (Tabla 12).

Dosis oseltamivir n %
150 mg/24h 17 42,5
300 mg/ 24h 10 25
75 mg/24h 4 10
No registrado 8 20
No tratado 1 2,5

Tabla 12: Descripcion de las dosis de oseltamivir recibidas por los pacientes durante la

estancia en UCI.

La duracién del tratamiento fue de 8 dias de mediana, con un rango intercuartilico de 6 dias.

Perfiles de citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento en

plasma

Se estudiaron 17 quimiocinas, citoquinas, factores de crecimiento y mediadores
inmunoldgicos: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF,
MCP-1, MIP-1B, IFN-y y TNF-a.

Los niveles de IL-1B, IL-2, IL-5 no fueron detectables en plasma.

Los niveles de IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF y MCP-1 fueron significativamente mayores en los

pacientes comparado con los controles sanos.

Los niveles de IL-12, IL-13 e IL-17 fueron menores en los pacientes comparando con los
controles sanos, pero hay que sefialar que en el caso de la IL-13 y la IL-17 la diferencia no se

puede considerar relevante a nivel fisioldgico.
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Citoquina Pacientes (o Valor p
IL-4 0,6 [2,6] 2,0[2,0] n.s.
IL-6 117,2[242,71 2,0[0,0] <0,001
IL-7 2,6 [11,3] 2,0[0,0] n.s.
IL-8 36,5 [101,5] 2,0[3,8] <0,001
IL-10 1,7 [23,9] 2,0[0,0] n.s.
IL-12 2,21[0,8] 24,0 [25,5] <0,001
IL-13 2,0 [0,0] 3,0 [0,0] <0,001
IL-17 1,3 [4,4] 2,0[10,2] 0,007
G-CSF 68,9 [498,3] 5,0 [16,5] <0,001
GM-CSF 5,7 [59,2] 0,0[0,0] <0,001
IFN-y 81,4 [329,6] 166,0[216,0] n.s.
MCP-1 246,8 [566,3] 26,0 [29,5] <0,001
MIP-1B 83,8 [90,8] 63,5 [29,8] n.s.
TNF-a 5,3 [23,4] 7,01[0,0] n.s.

Tabla 13: Niveles de mediadores en pacientes y controles sanos (CS). Mediana expresada

en pg/ml y [rango intercuatil]. Niveles de significacién para comparaciones intergrupos p <

0,05; n.s: no significativo.

Se compararon los niveles de estos mediadores inmunoldgicos entre los grupos de pacientes

fallecidos y supervivientes, y el grupo de controles sanos. En la Tabla 14 se detalla la medianay

rango intercuartil de todos los grupos de pacientes para cada uno de los mediadores

analizados, asi como los niveles de significacién para las comparaciones entre los distintos

grupos.
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Citoquina S F CS SvsF SvsCS FvsCS
IL-4 0,4 [2,3] 1,6 [5,6] 2,0[2,0] n.s. n.s. n.s.
IL-6 52,4 [151,2] 271,4[1842,4] 2,0[0,0] 0,001 <0,001 <0,001
IL-7 2,6 [6,6] 5,5[12,9] 2,0[0,0] n.s. n.s. n.s.
IL-8 22,7 [62,5] 117,4 [541,7] 2,0[3,8] 0,001 0.009 <0,001
IL-10 1,7 [7,9] 24,1 [50,9] 2,0 [0,0] 0,018 n.s. 0.027
IL-12 2,2[0,4] 2,2 [11,0] 24,0 [25,5] n.s. <0,001 0.001
IL-13 2,0[0,0] 2,0 [6,4] 3,0 [0,0] n.s. <0,001 0.027
IL-17 1,3[1,7] 1,3[29,3] 2,0[10,2] n.s. 0.002 n.s.
G-CSF 45,2 [101,0] 166,1 [9885,4] 5,0 [16,5] 0,01 0.003 <0,001
GM-CSF 0,4 [30,3] 30,7 [67,7] 0,0 [0,0] n.s. <0,001 <0,001
IFN-y 44,5[238,5] 217,9[342,8] 166,0[216,0] n.s. n.s. n.s.

MCP-1 73,2 [349,1] 500,2 [1744,6] 26,0[29,5] 0,002 0.035 <0,001
MIP-18 63,5 [75,5] 139,5 [240,2] 63,5 [29,8] 0,002 n.s. 0.001
TNF-a 5,3 [10,3] 5,3 [53,8] 7,0[0,0] ns n.s. n.s.

Tabla 14: Niveles de mediadores en los grupos de pacientes. S: supervivientes. F:
fallecidos. CS: Controles sanos. Mediana y [rango intercuartil] expresados en pg/ml. Niveles

de significacion para comparaciones intergrupos p < 0,05; n.s: no significativo.

Los niveles de citoquinas fueron en general, mas elevados en el grupo de pacientes fallecidos.
Los niveles de IL-6, IL-8, G-CSF, MCP-1, se encontraban significativamente elevados en este
grupo de fallecidos respecto a los supervivientes y los controles sanos. También se

encontraban mas elevadas en los pacientes supervivientes respecto a los controles sanos.

MIP-1 B e IL-10 se encontraban significativamente mas elevadas en los pacientes fallecidos

comparando con los supervivientes y los controles sanos.
Para el resto de citoquinas, aunque estadisticamente se observaron algunas diferencias entre
grupos, estas se refieren a unas concentraciones bajas que no son relevantes desde el punto

de vista fisioldgico.

En la Figura 23 se representan los niveles de los mediadores (mediana, rango intercuartil).
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Figura 23: Representacion grafica de los niveles de citoquinas en pacientes supervivientes
(S), fallecidos (F) y controles sanos (CS). t: Diferencias estadisticamente significativas
frente a los controles sanos. *: Diferencias estadisticamente significativas entre

supervivientes y fallecidos.

Estudio de la produccién coordinada de citoquinas.

Las citoquinas que mostraron mayor numero de correlaciones significativas fueron IL-10, IL-17,
G-CSF, IFN-y y TNF-a. Todas las citoquinas mostraron correlaciones positivas con el resto
excepto la IL-12, que correlaciond negativamente con IL-6, G-CSF y MIP-183, aunque ninguna de

estas correlaciones negativas fue estadisticamente significativa. En la Tabla 15 se muestran los
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niveles de significacion estadistica y en la Figura 24 aquellas correlaciones que resultaron

significativas. (Test Spearman, p<0,05).
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IL-4 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10 |12 [ 113 [I-17 [ G-CSF | GM-CSF | IFN-y | MCP-1 | MIP-1B | TNF-a
IL-4 0,134 | <0,001 | 0,037 | 0,008 | 0,254 | 0,017 | <0,001 | 0,001 | 0,015 | <0,001 | 0,082 | 0,070 | <0,001
IL-6 0,134 0,208 | <0,001 | <0,001 | 0,847 | 0,814 | 0,019 | <0,001 | 0,283 | 0,016 | <0,001 | <0,001 | 0,171
IL-7 <0,001 | 0,208 0,162 | 0,155 | 0,146 | 0,365 | 0,001 | 0,004 | 0,161 | 0,003 | 0,601 | 0,121 | 0,001
IL-8 0,037 | <0,001 | 0,162 <0,001 | 0,523 | 0,111 | 0,006 | <0,001 | 0,179 | 0,004 | <0,001 | <0,001 | 0,033
IL-10 0,008 | <0,001 | 0,155 | <0,001 0,056 | 0,027 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,002
IL-12 0,254 | 0,847 | 0,146 | 0,523 | 0,056 0,004 | <0,001 | 0,978 | 0,087 | 0,625 | 0,911 | 0,746 | <0,001
IL-13 0,017 | 0,814 | 0,365 | 0,111 | 0,027 | 0,004 0,048 | 0,164 | 0,233 | 0,084 | 0,188 | 0,475 | 0,003
IL-17 <0,001 | 0,019 | 0,001 | 0,006 | <0,001 | <0,001 | 0,048 0,058 | 0,004 | 0,007 | 0,064 | 0,017 | <0,001
G-CSF 0,001 | <0,001 | 0,004 | <0,001 | <0,001 | 0,978 | 0,164 | 0,058 0,038 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,045
GM-CSF | 015 | 0,283 | 0,161 | 0,179 | <0,001 | 0,087 | 0,233 | 0,004 | 0,038 0,120 | 0,449 | 0,05 | 0,048
IFN-y <0,001 | 0,016 | 0,003 | 0,004 | <0,001 | 0,625 | 0,084 | 0,007 | <0,001 | 0,120 0,001 | 0,006 | <0,001
MCP-1 | 082 | <0,001 | 0,601 | <0,001 | <0,001 | 0,911 | 0,188 | 0,064 | <0,001 | 0,449 | 0,001 <0,001 | 0,067
MIP-18 | (070 | <0,001 | 0,121 | <0,001 | <0,001 | 0,746 | 0,475 | 0,017 | <0,001 | 0,05 0,006 | <0,001 0,168
TNF-a | <0001 | 0,171 | 0,001 | 0,033 | 0,002 | <0,001 | 0,003 | <0,001 | 0,045 | 0,048 | <0,001 | 0,067 | 0,168

Tabla 15: Cuadro de correlacidon de niveles de significacion estadistica entre los valores de citoquinas.
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1.00

Coeficiente de correlacion

Figura 24: Representacion grafica de los coeficientes de correlacion entre los niveles de
citoquinas. Se representan en color las correlaciones significativas (p<0,005), la barra de la
derecha muestra la escala de color de los coeficientes de correlacion. Los cuadros en gris

representan correlaciones no significativas.

Perfiles de Inmunoglobulinas en plasma

Perfiles de inmunoglobulinas en pacientes supervivientes y fallecidos

Se midieron cuatro isotipos de inmunoglobulinas 1gG, IgM, IgA e IgE, y dentro de la IgG, sus 4

subclases 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Los niveles de IgE no fueron detectables en plasma.

El grupo de pacientes fallecidos presentéd menores niveles de todas las inmunoglobulinas
aungue solo resulto estadisticamente significativa la diferencia en los niveles de IgM (U de
Mann-Whitney, p < 0,05). El nivel de IgG2 estaba por debajo de los valores normales en ambos
grupos (133-622 mg/dL), el nivel de IgM estaba por debajo de los valores normales en el grupo

de pacientes fallecidos (60-220 mg/dL) (Tabla 16).
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Niveles de Total Supervivientes Fallecidos Valor p
inmunoglobulinas (n=40) (n=25) (n=15)
1gG1 836 [908] 856 [674] 816 [2057] n.s.
1gG2 68 [119] 69 [85] 34 [150] n.s.
IgG3 102 [173] 102 [202] 66 [172] n.s.
18G4 26 [80] 43 [91] 23 [51] n.s.
IgM 66 [88] 91 [93] 50 [86] 0.049
IgA 134 [91] 135 [84] 130 [136] n.s.

Tabla 16: Niveles de inmunoglobulinas (mediana y [rango intercuartil]), en mg/dL.

Se observd la existencia de una correlacion positiva entre todas las inmunoglobulinas a

excepcion de I1gA/IgG1, e IgM/1gG4 (Test de Spearman, p<0,05) (Figura 25).
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Figura 25: Representacion grafica de los coeficientes de correlacion entre los niveles de
inmunoglobulinas. Se representan en color las correlaciones significativas (p<0,005), la
barra de la derecha muestra la escala de color de los coeficientes de correlacion. Los cuadros

en gris representan correlaciones no significativas.

Perfiles de inmunoglobulinas por subgrupos de pacientes.
Como se ha comentado previamente los pacientes fallecidos y supervivientes presentaron

diferencias significativas a nivel de presencia de inmunosupresion, necesidad de ventilacion

mecanica invasiva, puntuacion APACHE Il y niveles de leucocitos (Tabla 7) por lo que se
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analizaron los perfiles de inmunoglobulinas dividiendo a los pacientes en grupos segun esas

cuatro variables.
e Inmunosupresién

Los pacientes inmunosuprimidos presentaron niveles inferiores de todas las inmunoglobulinas.
Los niveles de 1gG2 estaban por debajo del valor considerado normal en adultos (133-622
mg/dL) en ambos grupos de pacientes, pero especialmente en el grupo de inmunosuprimidos.
También la IgM vy la IgA se encontraban debajo de la normalidad en los pacientes

inmunosuprimidos (60-220 mg/dLy 117-420 mg/dL respectivamente) (Tabla 17).

Mediana RI Mediana RI Valor p
1gG1 601,6 2253,7 927,2 649,6 n.s.
1gG2 11,9 93,2 100,6 167,5 <0,001
1gG3 38,9 159,6 115,2 252,9 0,009
18G4 10,1 25,7 46,9 122,1 n.s.
IgM 17,9 76,1 91,6 118,2 0,002
IgA 83,2 116,9 143,6 71,0 0,022

Tabla 17: Niveles de inmunoglobulinas (mg/dL) en pacientes inmunosuprimidos (IS) y no

inmunosuprimidos (No IS). RI: Rango intercuartil.

e V\entilacion mecanica invasiva

En relacidn a los niveles de inmunoglobulinas en los grupos de pacientes que requirieron o no
ventilacién mecdnica invasiva los niveles no fueron estadisticamente diferentes para ninguna
inmunoglobulina. Se encontraron niveles inferiores a los valores normales para la IgG2 en

ambos grupos, y para la IgA en el grupo que no requirid ventilacién mecanica invasiva.

VMI No VMI
Mediana RI Mediana RI Valor p
1gG1 795,5 871,7 979,9 1593,9 n.s.
1gG2 66,7 117,6 67,9 121,7 n.s.
1gG3 102,5 159,9 131,5 320,9 n.s.
1gG4 28,3 53,3 16,4 136,5 n.s.
IgM 66,0 85,6 76,8 156,9 n.s.
IgA 137,3 87,3 85,3 122,0 n.s.

Tabla 18: Niveles de inmunoglobulinas (mg/dL) en pacientes que requirieron ventilacion

mecanica invasiva (VMI) o no (No VMI). RI: Rango intercuartil.
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e APACHEI

Para analizar las diferencias en los perfiles de inmunoglobulinas segun la gravedad de los
pacientes se dividieron estos en dos grupos, aquellos con valores de APACHE Il al ingreso

iguales o inferiores a 20 y aquellos con valores superiores.

Los pacientes menos graves (APACHE Il £ 20), presentaron niveles superiores de todas las
inmunoglobulinas, siendo la diferencia significativa para los niveles de IgG2 e IgM. Los niveles
de 1gG2 se encontraron por debajo de los niveles normales en adultos (133-622 mg/dL) en
ambos grupos. En el caso de la IgM el grupo de pacientes mas graves (APACHE Il >20) presentd
también valores menores de los niveles normales (60-220 mg/dL), y esto ocurrié también en el

caso de la IgA (VN 117-420 mg/dL) (Tabla 19).

APACHE < 20 APACHE > 20

Mediana RI Mediana RI Valor p
IgG1 932,2 1086,2 709,5 1238,7 n.s.
18G2 75,7 117,2 17,3 107,6 0,048
I1gG3 115,2 240,5 65,6 156,1 n.s.
IgG4 41,1 108,9 10,6 51,1 n.s.
IgM 94,1 121,4 38,5 56,3 0,001
IgA 142,9 97,1 103,1 122,7 n.s.

Tabla 19: Niveles de inmunoglobulinas (mg/dL) en pacientes con puntuacién APACHE Il <

20 y con nivel >20. RI: Rango intercuartil.

e |eucocitos

Por ultimo, se analizaron las diferencias en los niveles de inmunoglobulinas segun los niveles
de leucocitos presentados por los pacientes, para ello se usé como punto de corte el valor
inferior de niveles de leucocitos considerado normal — 4.500/ul — dividiéndose a los pacientes
en dos grupos, aquellos con niveles de leucocitos al ingreso superiores a dicho valor y aquellos

con niveles de iguales o inferiores.

El grupo de pacientes con leucocitos superiores a 4.500/ul presentd niveles superiores de
todas las inmunoglobulinas excepto la IgG1, siendo la diferencia significativa en el caso de la
IgG2. Los niveles de IgG2 se encuentran en ambos grupos por debajo de los niveles normales
en adultos (133-622 mg/dL), en el caso de IgM sus valores fueron inferiores a los normales (60-
220 mg/dL) en el grupo de pacientes con niveles de leucocitos <4.500/ul, esto ocurre también

en el caso de la IgA (VN 117-420 mg/dL) (Tabla 20).
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Leucocitos < 4.500/pl Leucocitos > 4.500/pl

Mediana RI Mediana RI Valor p
IgG1 872,0 2170,1 856,1 800,8 n.s.
18G2 29,4 103,2 86,1 157,7 0.030
IgG3 74,5 193,2 106,4 228,0 n.s.
18G4 24,7 41,7 41,1 128,2 n.s.
IgM 54,3 55,2 91,6 78,7 n.s.
IgA 85,5 114,3 143,0 77,9 n.s.

Tabla 20: Niveles de inmunoglobulinas (mg/dL) en pacientes segun sus niveles de leucocitos

al ingreso. RI: Rango intercuartil.

Correlacion entre los perfiles de Inmunoglobulinas y citoquinas

en plasma

Se encontrd una correlacion negativa entre inmunoglobulinas y citoquinas. La IgM fue la
inmunoglobulina que presentaba mayor nimero de correlaciones [coeficiente de correlacion,
p] (IL-4 [-0.35, 0.024], IL-10 [-0.40, 0.010], G-CSF [-0.31, 0.050], GM-CSF [-0.44, 0.004], IFN-y
[-0.43, 0.005], MCP-1 [-0.31, 0.047], TNF-a [-0.34, 0.032]); seguida por la IgG2 (IL-6 [-0.42,
0.006], IL-8 [-0.36, 0.022], IL-10 [-0,35, 0.026],G-CSF [-0.33, 0.033], IFN-y [ -0.39, 0.014], MCP-1
[-0.44, 0.004]); 1gG3 (IL-10 [-0.38, 0.014], IFN-y [ -0.40, 0.010], MCP-1 [-0.44, 0.004]); IgG1
(IFN-y [ -0.39, 0.012], TNF-a [-0.36, 0.021]); 1gG4 (IFN-y [-0.33, 0,04]) e IgA (G-CSF [-0.34,
0.032]) (Figura 26).
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Figura 26: Coeficientes de correlacion entre niveles de inmunoglobulinas y citoquinas. Se
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representan en color las correlaciones significativas (p<0,005), la barra de la derecha
muestra la escala de color de los coeficientes de correlacién. Los cuadros en gris representan

correlaciones no significativas.

El estudio de citoquinas e inmunoglobulinas y su relacién con la gravedad del paciente al

ingreso mostro:

1. Correlaciéon positiva entre APACHE Il y citoquinas (IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, GM-CSF,
MIP-1B, y TNF-a) (Figura 27 a Figura 34).

2. Correlacion negativa entre APACHE Il e IgM (Figura 35).
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Figura 27: Representacion grafica de la correlacion entre niveles de IL-4 y APACHE II.
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: Representacion grafica de la correlacion entre niveles de IL-6 y APACHE I1I.
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Figura 29: Representacion grafica de la correlacidon entre niveles de IL-8 y APACHE I1.
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Figura 30: Representacion grafica de la correlaciéon entre niveles de IL-10 y APACHE Il1.
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Figura 31: Representacion grafica de la correlacion entre niveles de IL-17 y APACHE II.
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Figura 32: Representacion grafica de la correlacion entre niveles de GM-CSF y APACHE 1.
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Figura 33: Representacion grafica de la correlaciéon entre niveles de MIP-13 y APACHE II.
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Figura 34: Representacion grafica de la correlacion entre niveles de TNF-a y APACHE II.
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Figura 35: Representacion grafica de la correlacion entre niveles de IgM y APACHE Il.
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Analisis de mortalidad, supervivencia y AUROC.

Regresion de Cox univariante.

Se realizé un andlisis de mortalidad mediante regresién de Cox. La mortalidad se limitd a 28

dias para excluir otras causas de mortalidad tardia no relacionadas con la neumonia.

Se analizaron las variables clinicas: [edad], [sexo], [obesidad], [diabetes], [hipertension
arterial], [inmunosupresion], [abuso de alcohol], [uso de drogas intravenosas], [fumador],
[patologia digestival, [patologia cardiovascular], [patologia neuroldgica], [patologia renall,
[patologia respiratorial, [infeccidn bacteriana al ingreso en UCI], [infeccion bacteriana durante
la estancia en UCI], asi como las variables [VMI] (Ventilacion mecanica invasiva), [VMNI]
[Ventilacién mecdnica no invasiva] y [APACHE 1] en el momento del ingreso en UCI. También
se analizé la influencia del tratamiento recibido durante la estancia con [oseltamivir] o con

[esteroides].

Solo se asociaron con mortalidad las variables inmunosupresién y APACHE Il, mostrando
ambas una relacién positiva con la mortalidad. También se realizé dicho andlisis para los
niveles de inmunoglobulinas al ingreso. En el caso de las inmunoglobulinas los niveles se
expresaron en logaritmo pues estas variables no seguian una distribucidn normal. Dentro de
las inmunoglobulinas, tanto la IgG2 como la IgM mostraron una asociacion con la mortalidad,

pero en este caso asociacion inversa (Tabla 21).
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Tabla 21: Regresiéon de Cox Univariante. HR:

122

HR [1C95%] P

Edad 1,01 [0,975-1,046] 0,583
Sexo 1,194 [0,317-4,501] 0,794
Patologia digestiva 1,146 [0,147-8,965] 0,897
Patologia cardiovascular 2,013 [0,533-7,602] 0,302
Patologia neuroldgica 0,043 [0-462,158] 0,507
Patologia renal 0,045 [0-3494,486] 0,590
Patologia respiratoria 0,562 [0,121-2,603] 0,462
Inmunosupresion 9,112 [1,955-42,46] 0,005
Diabetes 1,439 [0,31-6,67] 0,642
Hipertension 0,482 [0,104-2,232] 0,350
Fumador 1,437 [0,438-4,714] 0,549
Abuso alcohol 1,018 [0,129-8,049] 0,986
Uso drogas i.v. 0,048 [0-333671,608] 0,705
Obesidad 0,719 [0,155-3,328] 0,673
Infeccidn bacteriana

Al ingreso en UCI 2,08 [0,608-7,123] 0,243

Durante la estancia 2,358 [0,719-7,733] 0,157
VMI 34,543 [0,138-8629,889] 0,209
VMNI 2,655 [0,776-9,082] 0,120
Tratamiento en UCI

Oseltamivir 20,997 [0- >10°] 0,705

Esteroides 2,373 [0,694-8,111] 0,168
APACHE Il 1,16 [1,068-1,261] <0,001
AST (U/L) 1[0,999-1,002] 0,639
ALT (U/L) 1,001 [0,998-1,004] 0,400
Leucocitos (x 103/uL) 1[1-1] 0,157
Neutrofilos (x 103/uL) 1[1-1] 0,474
IgG1 0,707 [0,363-1,377] 0,309
1gG2 0,493 [0,3-0,81] 0,005
I1gG3 0,519 [0,179-1,507] 0,228
IgG4 0,777 [0,416-1,451] 0,429
IgM 0,155 [0,057-0,427] <0,001
IgA 0,704 [0,417-1,19] 0,190

Hazard ratio. IC: Intervalo de confianza.




Resultados

Regresion de Cox multivariante

A continuacidn se realizé un analisis de regresidon de Cox multivariante por el método wald
incluyendo las 4 variables que resultaron significativas en el analisis univariante. El resultado
mostré que APACHE Il e IgM son las dos variables que mejor pronostican mortalidad (Tabla
22).

0,
HR IC95% Valor p
Inferior Superior
APACHE Il |1,123 0,013 1,23 0,013
IgM (lg) 0,275 0,017 0,793 0,017

Tabla 22: Regresion de Cox multivariante. HR: Hazard ratio. IC: Intervalo de confianza.

Anadlisis de supervivencia

Para complementar el andlisis de la mortalidad se realizé un analisis de supervivencia de
Kaplan Meier para las dos inmunoglobulinas que mostraron relacién inversa con la mortalidad
en el andlisis univariante de Cox, la IgG2 y la IgM, con el objetivo de encontrar la concentracién

minima de estas moléculas que mostraba un efecto protector en los pacientes.

Se calcularon todos los deciles de ambas inmunoglobulinas y se realizé el analisis de Kaplan
Meier hasta encontrar el primer decil que mostraba diferencias significativas entre ambos
grupos. En el caso de la I1gG2, ese nivel fue de 59 mg/dl, que coincidia con el percentil 40

(Figura 36).
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Figura 36: Curva de supervivencia de Kaplan Meier para la 1gG2.

Para la IgM el nivel fue de 59 mg/dl (percentil 40) (Figura 37).
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Figura 37: Curva de supervivencia de Kaplan Meier para la IgM.
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Area bajo la curva ROC.

Para evaluar la capacidad discriminativa como test diagndstico de mortalidad que presentan la
IgM y la 1gG2 se calculd el area bajo la curva ROC para ambas. La mortalidad se limité a 28 dias

para excluir causas de mortalidad no relacionadas con la neumonia.

El drea bajo la curva para la IgM fue 0,77 con un intervalo de confianza 95% de 0.58-0.96 (valor

p=0.009) (Figura 38).

0,5

0,6

Sensihilidad

0,47

0,27

/|

0.0 T T T T
00 02 04 o0& 08 1,0

1 - Especificidad

Figura 38: Representacion grafica de AUROC para niveles de IgM.

En el caso de la IgG2 el area bajo la curva fue de 0,69 con un intervalo de confianza 95% de
0.49-0.90 (valor p=0.054) (Figura 39), mostrando que los niveles de IgG2 a pesar de influir en el
tiempo de supervivencia, como mostraba la curva de Kaplan Meier, serian subdptimos como

test diagndstico de mortalidad.
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Figura 39: Representacion grafica de AUROC para niveles de 1gG2.
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Estudio de los factores diferenciales entre neumonia por

gripe o por otros virus

Busqueda de factores diferenciales entre gripe y otros virus

Se estudiaron 20 pacientes admitidos en UCI con diagndstico molecular de neumonia de
etiologia virica no gripal. Para la busqueda de factores diferenciales con neumonia grave gripal
estos se compararon con 38 pacientes admitidos en UCI con diagndstico de neumonia de
etiologia virica gripal. Para realizar comparaciones de los niveles de citoquinas se incluyeron 15
controles sanos reclutados entre los trabajadores del Hospital Clinico Universitario de

Valladolid, de edad y sexo similares a los pacientes.

El grupo de pacientes con infeccion por virus respiratorios distintos al gripal se componia de 20

pacientes. La distribucion de virus en este grupo se muestra en la Tabla 23.

Tipo de virus N Subtipo (N)

Entero/rinovirus 7
Metapneumovirus 6
VRS 5
VRSA (2)
VRSB (2)
VRS no subtipado (1)
Coronavirus NL63 1
Herpesvirus
Total 20

Tabla 23: Relacion de virus no gripales diagnosticados.

El primer paso fue analizar las caracteristicas de los pacientes con NAC grave por otros virus,
tanto clinicas, comorbilidades, necesidad de ventilacidn, parametros de laboratorio, etc., las

cuales se muestran en la Tabla 24.
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Caracteristicas de los pacientes

Edad 64 [19]
Sexo

Femenino 9 (45)
Masculino 11 (55)
Comorbilidades 18 (90)
Patologia digestiva 5(25)
Patologia cardiovascular 8 (40)
Patologia neuroldgica 1(5)
Patologia renal 1(5)
Patologia respiratoria 11 (55)
Inmunosupresion 5(25)
Diabetes 4 (20)
Hipertension 12 (60)
Fumador 9 (45)
Abuso alcohol 1(5)
Uso drogas i.v. 0(0)
Obesidad 1(5)
Infeccidn bacteriana al ingreso 3(15)
Infeccidn bacteriana durante ingreso 5(25)
VMI 10 (50)
VMNI 7 (35)
APACHE I 18 [10]
Tto antibidtico en UCI 20 (100)
Tto esteroides en UCI 11 (55)
Oseltamivir 7 (35)
Fallecidos 3(15)
Creatinina (mg/dl) 1,16 [1]
AST (U/L) 32 [29]
ALT (U/L) 24 [18]
Leucocitos (x 103/pL) 17,3 [10,8]
Neutréfilos (x 103/pl) 15,7 [9,7]

Tabla 24: Caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes: Las variables continuas se

expresan como mediana [rango intercuartil] y las categoricas como n (%0).

De los 20 pacientes con infeccion por otros virus recibieron tratamiento con oseltamivir 7

pacientes: 5 infectados por metapneumovirus, 1 por Entero/rinovirus y 1 por VRS.

Una vez determinadas las caracteristicas de los pacientes se procedio a la busqueda de

diferencias con un grupo de pacientes con infeccidn por gripe.

128



Resultados

La primera diferencia hallada fue la edad. Los pacientes infectados por otros virus eran

significativamente mayores que los infectados por gripe (Figura 40).

100
p=0,005
80
o] 60
[y ]
o
(11
40
20 Edad
Gripe (n=38) '54[19]
0 | Otros virus (n=20) 64 [19]
I |
Gripe Otros Virus

Figura 40: lzda.: Representacion grafica de la edad de pacientes infectados por gripe u

otros virus. Dcha.: Edad expresada en mediana [rango intercuartil].

El estudio de las comorbilidades revelé diferencias a nivel de patologia respiratoria e
hipertension arterial, ambas mas frecuentes en los pacientes infectados por otros virus (Figura
41 y Figura 42). Los pacientes con infeccidn gripal requirieron mas frecuentemente
ventilacién mecanica invasiva ( 76% vs. 50%, p= 0,047)(Figura 43). Los valores de laboratorio

analizados fueron similares para ambos grupos.
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Patologia respiratoria:

Gripe p=0,034 | Otros virus

mSi mNo mSi mNo

Figura 41: Representacion gréafica del porcentaje de pacientes que sufrian patologia

respiratoria.

Hipertension:

Gripe p=0,037 | Otros virus

mSi mNo ESi mNo

Figura 42: Representacion grafica del porcentaje de pacientes con hipertension.
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Ventilacién mecanica invasiva:

Gripe

mSi mNo

p=0,047

Otros virus

mSi mNo

Figura 43: Representacion grafica del porcentaje de pacientes que requirieron VMI durante

la estancia en UCI.

El estudio de la fdrmula blanca revelé niveles de leucocitos y neutrofilos significativamente

superiores en los pacientes con infeccion por otros virus (Figura 44 y Figura 45).
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Otros virus
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| Otros virus (n=20) | 17,3[10,8] '

: lzda.: Representacion gréfica de los niveles de leucocitos en pacientes infectados

por gripe u otros virus. Dcha.: Niveles de leucocitos expresados en mediana [rango

intercuartil].
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Figura 45: lzda.: Representacion grafica de los niveles de neutréfilos en pacientes
infectados por gripe u otros virus. Dcha.: Niveles de leucocitos expresados en mediana

[rango intercuartil].

Perfiles de citoquinas, quimiocinas y factores de crecimiento en

plasma

Se compararon los niveles de distintos mediadores inmunoldgicos entre los grupos de
pacientes infectados por gripe, otros virus y el grupo de controles sanos. En la Tabla 25 se
detalla la mediana y rango intercuartil de todos los grupos de pacientes para cada uno de los
mediadores analizados, asi como los niveles de significacidon para las comparaciones

inter-grupos.

Los pacientes infectados por otros virus presentaron niveles MCP-1 y MIP-1p inferiores a los
pacientes infectados por gripe. No se encontraron mas diferencias entre estos dos grupos de
pacientes (en la tabla se observan diferencias estadisticas en los niveles de IL-12 pero esta

diferencia no es relevante desde el punto de vista fisioldgico).

En cuanto a la comparacion entre pacientes infectados por otros virus y controles sanos los
pacientes presentaron niveles superiores de IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF y MCP-1. Mientras que

los niveles de IL-12 e INF-y fueron inferiores a los de los controles sanos.
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Las diferencias entre grupos para los niveles de IL-13 e IL-17 pese a ser estadisticamente

significativos no presentan relevancia fisiolégica.

IL-4
IL-6

IL-7

IL-8
IL-10
IL-12
IL-13
IL-17
G-CSF
GM-CSF
IFN-y
MCP-1
MIP-18
TNF-a

Gripe

0,4 [2,2]

132,0[232,0]

2,6 [9,4]
42,2 [105,3]
1,7 [23,0]
2,2[0,9]
2,0[0,0]
1,3 [3,8]
68,9 [592,6]
2,1[53,4]
69,0 [332,9]

282,6 [521,0]

83,8 [86,1]
5,3[21,9]

ov

0,4 [2,0]
67,6 [517,4]
2,6 [9,9]
17,2 [70,2]
6,7 [13,6]
3,1[12,5]
2,2[0,5]
1,7 [0,9]
50,1[126,1]
9,9 [23,5]
71,8 [178,4]
56,7 [203,1]
51,4 [49,8]
7,3 [34,4]

cs

2,0[2,0]
2,0[0,0]
2,0[0,0]
2,0[3,8]
2,0[0,0]
24,0 [25,5]
3,0[0,0]
2,0[10,2]
5,0 [16,5]
0,0[0,0]

166,0 [216,0]

26,0 [29,5]
63,5 [29,8]
7,0 [0,0]

Gripe
vs OV
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
0.015
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
n.s.
0.021
0.007
n.s.

Gripe vs
cs
n.s.

<0.001
n.s.

<0.001
n.s.
<0.001
<0.001
0,005
<0.001
<0.001
n.s.
<0.001
n.s.
n.s.

OV vs
(&
n.s.
<0.001
n.s.
<0.001
n.s.
0.016
<0.001
n.s.
0.001
<0.001
0.021
0.042
n.s.
n.s.

Tabla 25: Niveles de mediadores en los grupos de pacientes. OV: otros virus. CS: Controles

sanos. Mediana expresada en pg/ml y [rango intercuatil]. Niveles de significacion para

comparaciones intergrupos p < 0,05; n.s: no significativo.

En la Figura 46 se representan los niveles de los mediadores (mediana, rango intercuartil).
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Figura 46: Representacion de los niveles de citoquinas en pacientes infectados por virus de

la gripe (G), otros virus (OV) y controles sanos (CS). T: Diferencias estadisticamente

significativas frente a los controles sanos. *: Diferencias estadisticamente significativas entre

gripe Yy otros virus.
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Estudio de la produccién coordinada de citoquinas en pacientes con otros virus.

En la Tabla 26 se muestran los niveles de significacion estadistica de las correlaciones entre

citoquinas.

Los niveles de la mayoria de las citoquinas correlacionaron de forma positiva entre ellas, con la
excepcion de IL-12, que correlaciond negativamente con: IL-6, IL-8, G-CSF, MCP-1 y MIP-1B; y
MIP-1B que correlacioné negativamente TNF-a, aunque ninguna de estas correlaciones

negativas resultd significativa.

Las correlaciones significativas se muestran en la Figura 47, todas son de signo positivo. (Test
Spearman, p < 0,05). Las citoquinas que mostraron un mayor nimero correlaciones fueron la

IL-4 y la GM-CSF.
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IL-4 IL-6 IL-7 IL-8 | IL-10 | 1-12 | IL-13 | IL-17 | G-CSF | GM-CSF | IFN-y | MCP-1 | MIP-18 | TNF-a
IL-4 0,061 | <0,001 | 0,004 | 0,010 | 0,085 | 0,008 | 0,003 | 0,015 | <0,001 | <0,001 | 0,054 | 0,259 | 0,001
IL-6 0,061 0,975 | 0,001 | 0,094 | 0,654 | 0,401 | 0,218 | 0,001 | 0,062 | 0,486 | <0,001 | 0,002 | 0,745
IL-7 | <0,001 | 0,975 0,065 | 0,015 | 0,066 | 0,051 | 0,033 | 0,209 | 0,037 | 0,002 | 0,451 | 0,756 | 0,004
IL-8 0,004 | 0,001 | 0,065 0,022 | 0,721 | 0,465 | 0,136 | 0,001 | 0,039 | 0,266 | 0,001 | 0,060 | 0,467
IL-10 | 0,010 | 0,094 | 0,015 | 0,022 0,268 | 0,002 | <0,001 | 0,177 | 0,026 | 0,421 | 05544 | 0,672 | 0,057
IL-12 | 0,085 | 0,654 | 0,066 | 0,721 | 0,268 0,009 | 0,015 | 0,893 | 0,027 | 0,001 | 0,749 | 0,389 | <0,001
IL-13 | 0,008 | 0,401 | 0,051 | 0,465 | 0,002 | 0,009 <0,001 | 0,534 | 0,003 | 0,228 | 0,696 | 0,948 | 0,001
IL-17 | 0,003 | 0,218 | 0,033 | 0,136 | <0,001 | 0,015 | <0,001 0,531 | 0,014 | 0,219 | 0,473 | 0,753 | 0,009
G-CSF | 0,015 | 0,001 | 0,209 | 0,001 | 0,177 | 0,893 | 0,534 | 0,531 0,019 | 0,229 | 0,003 | 0,115 | 0,457
GM-CSF | <0,001 | 0,062 | 0,037 | 0,039 | 0,026 | 0,027 | 0,003 | 0,014 | 0,019 0,012 | 0,116 | 0,774 | 0,001
IFN-y | <0,001 | 0,486 | 0,002 | 0,266 | 0,421 | 0,001 | 0,228 | 0,219 | 0,229 | 0,012 0,204 | 0,563 | <0,001
MCP-1 | 0,054 | <0,001 | 0,451 | 0,001 | 0,544 | 0,749 | 0,696 | 0,473 | 0,003 | 0,116 | 0,204 <0,001 | 0,774
MIP-18 | 0,259 | 0,002 | 0,756 | 0,060 | 0,672 | 0,389 | 0,948 | 0,753 | 0,115 | 0,774 | 0,563 | <0,001 0,784
TNF-a | 0,001 | 0,745 | 0,004 | 0,467 | 0,057 | <0,001 | 0,001 | 0,009 | 0,457 | 0,001 | <0,001 | 0,774 | 0,784

Tabla 26: Cuadro de correlacion de niveles de significacion entre los valores de citoquinas.
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Figura 47: Representacion grafica de los coeficientes de correlacion entre los niveles de
citoquinas. Se representan en color las correlaciones significativas (p<0,005), la barra de la
derecha muestra la escala de color de los coeficientes de correlacién. Los cuadros en gris

representan correlaciones no significativas.

Perfiles de Inmunoglobulinas en plasma

Se midieron 4 isotipos de inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA e IgE, y dentro de la IgG, sus 4

subclases 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. Los niveles de IgE no fueron detectables en plasma.

Los niveles de inmunoglobulinas fueron superiores en el grupo de pacientes infectados por
otros virus, excepto para la IgG1, pero la diferencia entre grupos solo fue significativa en el
caso de la IgA (U de Mann-Whitney, p < 0,05).Los niveles de IgG2 estaban por debajo de los
valores normales en ambos grupos (VN 133-622 mg/dL) (Tabla 27).
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Niveles de Total Gripe Otros virus Valor p
inmunoglobulinas (n=58) (n=38) (n=20)

1gG1 787,0 [869,2] 807,8 [964,8] 734,5 [880,8] n.s.
1gG2 68,0 [127,2] 64,8 [118,1] 89,0 [131,0] n.s.
1gG3 111,3 [154,6] 102,5 [165] 120,6 [154,3] n.s.
18G4 29,5 [71,5] 26,3 [74,5] 33,8 [76,3] n.s.
IgM 71,4 (73,1] 66,0 [80,7] 79,4 [58,6] n.s.
IgA 145,3 [125,2] 133,9 [98,8] 212,1[308,9] 0,008

Tabla 27: Niveles de inmunoglobulinas (en mg/dL) en pacientes con infeccién por gripe u

otros virus.

Se estudié la correlaciéon entre niveles de inmunoglobulinas observandose correlacién positiva
entre todas ellas (Test de Spearman, p < 0,05), excepto entre 1gG4 con IgG3, IgM e IgA (Figura

48).
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Figura 48: Representacion grafica de los coeficientes de correlacion entre los niveles de

Coeficiente de correlacian.

inmunoglobulinas en pacientes infectados por otros virus. La barra de la derecha representa
los coeficientes de correlaciéon en colores. Los cuadros en gris representan correlaciones no

significativas.
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Factores diferenciales entre gripe y otros virus

Se realizé una busqueda de mediadores inmunoldgicos que permitieran distinguir entre
pacientes infectados por gripe y pacientes infectados por otros virus. Con ese objetivo se
calculé el area bajo la curva de los mediadores que presentaban diferencias entre ambos

grupos: MCP-1, MIP-1P e IgA.

El drea bajo la curva fue de 0.68 (p = 0.021) para la MCP-1 (Tabla 28 y Figura 49), 0.71 (p =
0.007) para MIP-1B (Tabla 28 y Figura 50) y 0.71 (p =0.008) para la IgA (Tabla 28 y Figura 51).
En el caso de MCP-1y MIP-1pB se ha utilizé la curva AUROC predictora de diagnéstico de gripe,

y en el caso de la IgA la curva AUROC predictora de diagndstico de otros virus.

MCP-1 0,686 0,544 -0,827 0,021
MIP-18 0,718 0,579-0,858 0,007
IgA 0,714 0,565-0,864 0,008

Tabla 28: Area bajo la curva ROC para MCP-1, MIP-1B e IgA. (IC: Intervalo de confianza)

MCP-1

MCP-1 (pg/ml)
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:
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Figura 49: A la izquierda representacion gréafica de los niveles de MCP-1 en pacientes segun
agente etioldgico. A la derecha representacion grafica de la curva ROC de diagnéstico de

gripe para MCP-1.
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Figura 50: A la izquierda representacion grafica de los niveles de MIP-1B en pacientes segun

agente etiolégico. A la derecha representacion grafica de la curva ROC de diagndstico de

gripe para MIP-18.
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Figura 51: A la izquierda representacion grafica de los niveles de IgA en pacientes segun
agente etioldgico. A la derecha representacion grafica de la curva ROC de diagnéstico de

otros virus para IgA.

De los tres mediadores analizados, MCP-1 mostrd el menor valor de area bajo la curva, por lo
gue seria el peor predictor de etiologia gripal. MIP-1f3 e IgA mostraron un area bajo la curva
similar, alcanzando en este caso un valor que puede considerarse adecuado para su uso como

predictores de etiologia gripal o no gripal en la neumonia grave.
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La NAC es una de las enfermedades mads prevalentes en adultos afectando a 5-20 personas por
1.000 habitantes afio, de las cuales el 20 al 40% requirieren ingreso hospitalario (77). Es la
enfermedad infecciosa con mayor tasa de mortalidad en ancianos en paises desarrollados (18).
Desde que se comenzaron a usar técnicas de biologia molecular en el diagndstico
microbioldgico, la etiologia virica ha cobrado mas peso en esta entidad, llegando al 30% de los
diagndsticos (161) y aumentando el abanico de virus de importancia en esta patologia, que

histéricamente se reducia basicamente a la gripe.

En Espafia la NAC que requiere hospitalizacidon supone un coste de mas de 100 millones de
euros anuales (162). Los costes de la estancia hospitalaria son significativamente superiores en

los pacientes graves (163,164).

La gravedad de la neumonia depende del agente patdgeno y también de factores del huésped,
y muy especialmente del estado inmunoldgico de éste. El presente trabajo trata de aumentar
nuestros conocimientos acerca de los factores del huésped, tanto clinicos como
inmunoldgicos, que influyen en la gravedad y mortalidad de esta enfermedad, con objeto de

buscar nuevas estrategias terapéuticas para el tratamiento de estos pacientes.

El uso de la monitorizacidon inmunolégica se esta planteando en otras patologias graves como
la sepsis, como una herramienta que permita prevenir la enfermedad, guiar el tratamiento, y

en consecuencia disminuir la morbilidad y la mortalidad asociadas a la misma (165).

Como se ha mencionado previamente la etiologia virica, no solo se restringe al virus gripal. El
campo de neumonias producidas por otros virus distintos a éste adolece de falta de
informacién. En este trabajo se ha estudiado también la NAC causada por otros virus,
buscando caracteristicas exclusivas en estos pacientes, asi como factores diferenciales entre

ambas etiologias (gripe y otros virus) que permitan un mejor abordaje clinico.
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Estudio de las caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas

Datos demograficos

Una de las caracteristicas mas llamativas observadas en los pacientes con gripe en este
trabajo, es que los pacientes graves infectados por el virus A/HIN1pdm09 en la temporada
postpandémica presentaron mayor edad media que los pacientes graves infectados por dicho
virus durante la temporada pandémica 2009/2010 (166,167). Otras series han objetivado este
aumento en la edad de los pacientes infectados por gripe durante la temporada
postpandémica en Grecia (168), Inglaterra(169), China (170), Holanda (171) o Taiwan (172), lo
gue acerca el patrén de edad de la temporada postpandémica al observado en las epidemias
gripales estacionales. Este fendmeno que sucede tras una pandemia se denomina
estacionalizacién del virus de la gripe y ha sido descrito en el subtipo H3 en relaciéon con la

mortalidad (173).

Existen series en las cuales la edad aparece como un factor de riesgo en cuanto a la mortalidad
por neumonia virica ya sea por gripe (174) u otros virus (175), sin embargo no hemos
observado este efecto en nuestra cohorte posiblemente debido a que la edad media de los

pacientes era elevada en todos ellos.

Aunque la edad no fue un factor diferencial en cuanto a la mortalidad, si que se observaron
diferencias en cuanto al tipo de virus causante de la infeccién. Los pacientes infectados por el
virus pandémico fueron mas jovenes que los pacientes con infeccién por otros virus, siendo
una de las pocas caracteristicas diferenciales observadas entre estos dos grupos de pacientes.
Chan et al. compararon un grupo de pacientes hospitalizados por gripe y otro por otros virus,
aunque no calcularon la edad media, el porcentaje de pacientes mayores de 60 afios fue el
doble en el grupo de pacientes con otros virus (176), lo cual esta de acuerdo con nuestros

datos.

En cuanto a la distribucién por sexo de la poblacién estudiada, el porcentaje de varones y
mujeres afectados fue similar, lo que concuerda con el patrén habitual de la infeccién causada
por el virus gripal (171,177-179) y por otros virus (180). El sexo no aparece como un factor de
riesgo diferencial para la mortalidad en nuestro estudio coincidiendo con lo publicado por

otros autores (174), ni para la infeccidn con virus distintos al gripal. Podemos por tanto
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concluir a partir de los resultados demograficos de este este trabajo que n la temporada
postpandémica 2010-2101, la edad media de los pacientes con neumonia gripal grave se elevd
respecto a la temporada pandémica de, acercandose a la del patrén estacional de gripe,

aunque fue inferior a la edad media de los pacientes con neumonia grave por otros virus.

Factores de riesgo

El porcentaje de pacientes con patologias médicas previas incluyendo: patologia renal,
respiratoria, digestiva, cardiovascular, neuroldgica, autoinmune, hematoldgica, asi como
presencia de diabetes, hipertension arterial, o inmunosupresién, fue elevado tanto en los
pacientes con infeccidn por gripe como en los pacientes con infeccién por otros virus. Este alto
porcentaje de comorbilidades coincide con lo publicado en numerosas series clinicas

(161,181,166,182-185).

La comorbilidad mas frecuente entre los pacientes fallecidos por gripe fue la presencia de
inmunosupresioén. Esta condicion no mostré ser una variable independientemente asociada
con la mortalidad en nuestro analisis, pero otros autores si que han encontrado esta relacion
(186). Ademads aunque la inmunosupresion no se mostrd directamente asociada con la
mortalidad, si que se observé esta relaciéon de manera indirecta, en forma de niveles

disminuidos de IgM.

Una de las principales poblaciones de riesgo descrita durante la temporada pandémica fue la
de pacientes obesos, los cuales presentaban mayor riesgo de complicaciones graves
(179,185,187,188). También durante la postpandemia se describié un alto porcentaje de
pacientes obesos entre los que sufrieron neumonia gripal (170,189). En nuestro estudio la
obesidad no aparece como factor asociado a mayor mortalidad por gripe, aunque la
proporcién de pacientes obesos de este estudio esta por encima de la proporcion espafiola de

adultos con obesidad, la cual se sitda en el 13.6% (190).

Es muy llamativo el hecho de que todos los pacientes fallecidos con gripe requirieron
ventilacién mecanica invasiva (VMI), probablemente debido a la elevada gravedad que
presentaban al ingreso. Sin embargo la frecuencia de pacientes con VMI entre los

supervivientes con gripe fue similar a la observada en los pacientes infectados por otros virus.
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Otros estudios muestran ratios elevados de ventilacion mecanica durante la temporada

pandémica (167,181) y postpandémica (52,168).

Posiblemente debido al elevado porcentaje de pacientes que requirieron VMI (incluyendo el
total de los pacientes fallecidos por gripe), el andlisis de mortalidad no revel6 que la VMI

jugara un papel como variable relacionada con el fallecimiento de los pacientes.

La herramienta utilizada para medir la gravedad de los pacientes al ingreso fue el APACHE Il
(Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il), que valora condiciones del paciente tales
como temperatura, presion arterial media, frecuencia respiratoria y diversos valores analiticos
como iones o hematocrito. Asi una mayor puntuacion se asocia con mayor mortalidad (191).
Los pacientes fallecidos por gripe en este trabajo presentaron de media una puntuacién
APACHE Il mayor de 20, el cual segln la bibliografia predice mds de un 40% de mortalidad
(191). Los pacientes supervivientes presentaron una puntuacion significativamente mas baja,
que acorde con la bibliografia predice una mortalidad alrededor del 15% (191). Previamente,
en diversos estudios realizados durante la pandemia de 2009, el APACHE Il demostro ser un

buen predictor de mortalidad en esta patologia (181,192,193).

Ademas de usar el APACHE Il como predictor de mortalidad, en esta tesis se analizé si existirian
diferencias en el APACHE Il segun el agente etioldgico, dado que los pacientes con NAC gripal
presentaron una mortalidad muy superior a los pacientes con NAC por otros virus.
Desafortunadamente no se observaron diferencias, por lo que aunque el APACHE Il sea un
gran predictor de mortalidad no es un parametro de utilidad en la discriminacién del agente

etioldgico causante de la neumonia.

Se observd que los pacientes con infeccion por otros virus mostraron mayor prevalencia de
enfermedad respiratoria previa que los pacientes con gripe, asi como de hipertension arterial.
La hipertensidn ha sido descrita como una de las comorbilidades mas frecuentes en pacientes
con neumonia gripal (194) y como un factor asociado a mortalidad durante la temporada

pandémica (174,195).

Los pacientes con infeccidn por otros virus presentaban mayor porcentaje de comorbilidades y
como se ha mencionado previamente, mayor edad que los pacientes con infeccidn por gripe,
lo que sugiere que los virus respiratorios distintos al gripal requieren unas condiciones

especificas en el hospedador para producir NAC grave, en forma de un estado basal mas
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deteriorado. En ausencia de comorbilidades es poco habitual que la infeccidn por estos virus
lleve a enfermedad grave. Este patrén se ha observado por otros autores en infeccidn grave
por rinovirus (196) y metapneumovirus humano (104). En conclusion, los pacientes con
neumonia virica grave en la temporada postpandémica presentaron una elevada frecuencia de
comorbilidades, siendo ésta superior entre los infectados por virus no gripales. Entre los

fallecidos por gripe la inmunosupresion fue la comorbilidad mas frecuente.

Tratamiento

El uso de oseltamivir antes de la pandemia de 2009 era practicamente anecdético (197).
Durante la pandemia su uso se generalizo en la UCl administrandose la gran mayoria o incluso

todos los pacientes (198,199).

Esta tendencia continto durante la postpandemia como se puede apreciar en el hecho de que
de los 40 pacientes con gripe estudiados en esta tesis, 39 de ellos recibieron tratamiento
antiviral. Este elevado porcentaje de pacientes tratados se ha descrito también por otros

autores durante la temporada postpandémica en Espaiia (52,189).

El tratamiento administrado en las primeras 48 desde el inicio de los sintomas ha demostrado
reducir la duracion temporal de la sintomatologia, el desarrollo de complicaciones como
neumonia (18), la gravedad (185) y la mortalidad (200). Un estudio multicéntrico con pacientes
ingresados en la UCI por gripe A/H1IN1pdmOQ9 reveld que el Unico factor independiente
relacionado un aumento de la supervivencia fue el hecho de recibir tratamiento antiviral con
oseltamivir dentro de las primeras 48 horas desde el inicio de los sintomas (166). Otros
estudios confirman este dato y describen mayor mortalidad asociada al retraso en el

tratamiento antiviral (179).

Desafortunadamente, en este trabajo no se registro el tratamiento que recibieron los
pacientes en planta por lo que no se ha podido estudiar si el tratamiento comenzé en las
primeras 48 horas desde el inicio de los sintomas. No obstante al haber recibido practicamente
todos los pacientes oseltamivir, el tratamiento con este antiviral no fue un factor de confusion

en la regresion de Cox univariante.

Sobre las dosis de oseltamivir administradas, la pauta mas frecuente recibida por los pacientes

fue la de 150 mg/dia, coincidiendo con la dosis estandar de oseltamivir recomendada por la
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OMS (201). Una cuarta parte de los pacientes recibié una dosis de 300 mg/dia, pauta que se
considera apropiada en el tratamiento de algunos pacientes graves (201). En cuanto a la
duracidn del tratamiento, la pauta estandar son cinco dias pero se puede alargar dependiendo
de la respuesta clinica del paciente (201). En los pacientes estudiados en esta tesis la duracién
media fue de 8 dias, con lo que se concluye que en general la dosis, duracién y momento de

instauracion del tratamiento con oseltamivir en la UCI fueron correctos.

El uso de esteroides en el tratamiento de la NAC virica es controvertido. Su eficacia varia
dependiendo del virus causante de la neumonia, por ejemplo esta establecida su ineficacia en
el tratamiento de infecciones causadas por el VRS (18). Durante la temporada pandémica,
hasta un tercio de los pacientes con NAC gripal grave recibieron tratamiento con esteroides
(202). Durante la temporada postpandémica el porcentaje fue incluso superior, llegando hasta
el 48% (189). Pero su uso en gripe no esta recomendado ya que se ha asociado a excrecion
viral prolongada, no ha demostrado reducir la mortalidad en neumonia por virus pandémico

(203-205) ni disminucién en la mortalidad en infecciones por el virus aviar A/H5N1 (206).

Algunos estudios han documentado un aumento en el riesgo de coinfecciones bacterianas
asociado al tratamiento con esteroides (207,208), pero en este trabajo no se ha encontrado
relacidn. Asi como tampoco se ha encontrado relacién entre el tratamiento con esteroides y la

mortalidad de los pacientes infectados por gripe.

Todos los pacientes estudiados recibieron tratamiento antibidtico antibacteriano durante su
estancia en la UCI, pese a que solo se confirmd infeccién bacteriana en aproximadamente una
cuarta parte de los mismos. Es habitual encontrar altos porcentajes de tratamiento con
antibidticos en la neumonia gripal (171). Hasta donde se ha revisado no existe ninguna
referencia respecto al uso de tratamiento antibidtico empirico en infeccidén por virus distintos
al gripal, pero a raiz de los resultados hallados en esta tesis es razonable inferir que el
porcentaje de tratamiento con antibidticos en neumonia por virus diferentes al gripal también

sea elevado.

El tratamiento antibiético empirico se realizé con betalactamicos mas azitromicina o
guinolonas, coincidiendo con la pauta recomendada por la Sociedad Americana de

Enfermedades Infecciosas (IDSA) para los pacientes ingresados en UCI (209).
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Co-infecciones bacterianas

La presencia de coinfecciones fue frecuente, tanto entre los pacientes infectados por gripe
como entre los infectados por otros virus. Aproximadamente un tercio de los pacientes
presentaron infeccién bacteriana en algin momento durante su ingreso en UCI. Las
coinfecciones son muy frecuentes en la NAC en nifios, alcanzando porcentajes de hasta el 45%,
este porcentaje es mucho menor en adultos (18). La frecuencia de coinfecciones descrita en
pacientes con infeccion por virus A/HIN1pdmO09 varia ampliamente segun los estudios,
oscilando entre porcentajes bajos como el 7% (185) hasta porcentajes del 28% (198,210),

similares estos uUltimos a los hallados en este trabajo en el grupo de pacientes con gripe.

Algunos estudios postulan la hipétesis de que en las pandemias de gripe la coinfeccion
bacteriana es la principal causa de muerte (211). Durante la temporada pandémica del 2009
varios estudios relacionaron la presencia de coinfeccidén bacteriana con la gravedad (185,198)

aunque en otros estudios, al igual que en el presente, no se observé este efecto (212).

Parametros de laboratorio de bioquimica

Durante la temporada pandémica se encontrd una asociacion entre la elevacion de
determinados pardmetros de laboratorio y mortalidad, como por ejemplo LDH (213-215), ALT
(214), AST (177,199). No se ha encontrado esta asociacion en los pacientes con gripe

analizados, ni para la AST, la ALT o la creatinina.

En la temporada postpandémica se describieron niveles elevados de ALT y AST en pacientes
hospitalizados (216). En el presente trabajo solamente los niveles de AST se encontraban

ligeramente por encima de los valores normales en los pacientes con gripe.

Leucocitos

Estudios recientes han demostrado que algoritmos diagndsticos simples que incluyen entre
otras variables el recuento leucocitario, resultan utiles a la hora de establecer la etiologia
gripal (217,218). Dada la rapidez y el bajo coste que supone la realizacién del hemograma, se
ha considerado interesante el estudio de los valores obtenidos en el hemograma en los

pacientes con neumonia.
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Los niveles de leucocitos fueron significativamente menores en los pacientes infectados por
gripe que en los infectados por otros virus. Varios autores han encontrado esta relacién entre

niveles bajos de leucocitos e infeccién por el virus pandémico (176,215,219,220)

Dentro del grupo de pacientes con gripe presentaron niveles significativamente inferiores de
leucocitos los pacientes fallecidos, encontrandose el valor medio en este grupo en el rango de
leucopenia, aunque no se ha encontrado en este trabajo relacidn entre los niveles de
leucocitos y la mortalidad al igual que han descrito otros autores como Reyes et al. (215).
También los niveles de neutrdfilos fueron inferiores en los pacientes fallecidos respecto a los

pacientes que sobrevivieron.

Respecto a las diferencias en los niveles de leucocitos en pacientes con gripe segun el paciente
estuviese inmunosuprimido o no, se observd que los pacientes no inmunosuprimidos
mostraban niveles que practicamente doblaban a los niveles presentados por los pacientes
inmunosuprimidos, aunque esta diferencia no resultd estadisticamente significativa. Futuros
estudios con mayor numero de pacientes deberdn confirmar si dicha diferencia podria tener

repercusiones fisiopatoldgicas en el control del virus.

Los niveles deficitarios de células del sistema inmune en suero pueden deberse a dos causas,
bien a un déficit en la expansién clonal de dichas células o bien a un reclutamiento de estas
hacia el pulmén provocando la disminucion de los niveles en sangre. La primera situacion
supone un defecto en el sistema inmune la cual conlleva que éste sea incapaz de luchar contra
el virus. La segunda, sobrereclutamiento en el pulmdn, puede parecer a priori beneficiosa ya
que los neutréfilos son necesarios para limitarla replicacion viral, pero un exceso de los

mismos contribuye a una mayor inflamacion en el pulmén (146,147).

A pesar de no haberse podido demostrar todavia una relacion entre los niveles de leucocitos o
neutrofilos con la mortalidad, este es un campo de estudio en el que andlisis mas exhaustivos
o que incluyan mayor niumero de pacientes aportarian una informacién sumamente
interesante en cuanto al papel del sistema inmune en las neumonias graves. Por tanto, los
pacientes no presentaron diferencias significativas en lo concerniente al tipo de tratamiento
recibido, la frecuencia de coinfecciones bacterianas, o en los parametros bioquimicos. Sin
embrago, los niveles de leucocitos fueron inferiores en los pacientes con gripe, especialmente

en los fallecidos.
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Mortalidad

Las causas de mortalidad mas frecuentes en los pacientes con gripe A/HIN1pdmOQ9 incluidas
en este trabajo fueron el fallo respiratorio y el fracaso multiorganico. Ambas han sido descritas
como las principales causas de mortalidad en la infeccidn por este virus
(184,185,216,221,222).Varias series describen porcentajes de mortalidad por gripe

A/HIN1pdmO09 cercanos al 40%, similares al encontrado en esta tesis (52,189).

La elevada mortalidad por gripe en la poblacién estudiada coincide con el dato descrito por
otros autores en la temporada postpandémica referido a un aumento de la mortalidad
respecto a la temporada pandémica (49,172,216). Esta elevacion podria deberse ademas de a
la mayor frecuencia de comorbilidades en los pacientes a un retraso en la instauracién del
tratamiento antiviral respecto a la temporada pandémica (52). La mortalidad entre los
pacientes con neumonia por otros virus fue menor que entre los infectados por gripe, por lo
que podemos concluir que la NAC grave causada por el virus de la gripe A/HIN1pdm09 cursa
con mayor mortalidad que la causada por otros virus, aunque la gravedad al ingreso fuera

similar.

Estudio de los perfiles de citoquinas en respuesta a la neumonia

virica

La elevacion de diversas citoquinas (IL-6, IL-8, IL-10 , MCP-1, MIP-1B o G-CSF entre otras) se
describié como una respuesta caracteristica del paciente con enfermedad grave causada por
infeccidn por gripe en el contexto de la temporada pandémica (187,221,223,224). Esta
capacidad del virus de la gripe para inducir la produccién de citoquinas ya se habia
documentado en cepas de gripe aviar A/H5N1 (225). También se ha descrito hipercitoquinemia

en otros virus distintos al gripal como el VRS (226).

La hipercitoquinemia observada en nuestros pacientes recuerda a otras patologias graves que
cursan también con dicha caracteristica, como es el caso de la sepsis (227), en la que la
activacion del sistema inmune innato produce una liberacidn excesiva de citoquinas, que
participan en la disfuncion endotelial observada en esta patologia, lo que invita a una reflexion

acerca de un posible nexo de unién al menos inmunopatologica entre ambas patologias.
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Si bien las citoquinas juegan un papel importante en la defensa antiviral, la hipercitoquinemia
persistente puede causar dafo inflamatorio en los tejidos y ser uno de los motivos que
provocan el fracaso respiratorio observado en estos pacientes (187). En general, como
describen Deng y Standiford, los niveles plasmaticos de citoquinas inflamatorias (como la IL-6 0
la IL-8 entre otras) correlacionan con la gravedad de la neumonia (228). La liberacion excesiva
de citoquinas también se asocia a otros efectos deletéreos como hipotensidn, hipoperfusion

de érganos vitales o acidosis (229).

Los pacientes con gripe incluidos en este estudio presentaban niveles elevados frente a los
controles sanos de una serie de quimiocinas relacionadas con la defensa antiviral: IL-8, MCP-1,
MIP-1B (230). Ademas estas tres citoquinas estaban significativamente mas elevadas en los
pacientes fallecidos que en los supervivientes. Estas moléculas quimiotacticas movilizan
linfocitos T, monocitos, macréfagos y neutrofilos hacia el foco de infeccidn (231), pero el
exceso de estas células defensivas en el pulmdn contribuye a aumentar el dafio producido por

la inflamacion en los tejidos infectados (187).

El G-CSF es la principal citoquina encargada de controlar el desarrollo y la funcién de los
neutrdéfilos (232), actua tanto a nivel local, reclutando y activando neutréfilos en el pulmén
infectado, como a nivel sistémico, estimulando la produccion de nuevos neutréfilos (233). Los
neutrofilos liberan sustancias citotéxicas, quimiocinas y mediadores inflamatorios en respuesta
a las infecciones. El G-CSF podria mediar la excesiva migracién y reclutamiento de los
neutrdfilos a los pulmones, contribuyendo asi a la mala situacion respiratoria en estos
pacientes. En este estudio se observa que el G-CSF esta elevado en los pacientes con gripe, y
dentro de éstos esta significativamente mas elevado en los fallecidos. Nuestro grupo asi como
otros autores también corroboraron esta elevacion de G-CSF en la enfermedad grave
producida por la gripe durante la temporada pandémica (221,234). Los resultados de este
trabajo muestran que también en la neumonia causada por virus distintos al gripal se produce

una elevacion en los niveles de esta citoquina.

La inmunidad Th17 es importante en la defensa frente a bacterias y virus, pero también se
relaciona con la patogénesis de enfermedades autoinmunes y alérgicas, como el lupus
eritematoso sistémico y el asma (187). Estudios previos de nuestro grupo de investigacion
encontraron una elevacion de citoquinas relacionadas con la respuesta Th17 (IL-9, IL-17, IL-6)
en la infeccidn por virus pandémico (223). En esta temporada postpandémica solo se ha

encontrado elevacion en los niveles de IL-6, tanto en los pacientes con gripe como en los
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pacientes con otros virus. Los niveles de IL-17 por el contrario no mostraron estar elevados
respecto al control sano ni entre los pacientes con infeccion por gripe ni entre los pacientes

con infeccién por otros virus.

En modelos en ratones se ha visto que la IL-10 inhibe el desarrollo de la respuesta Th17 (235),
si bien es cierto que entre los pacientes fallecidos por gripe la IL-10 se encontraba ligeramente
elevada, el estudio de la produccién coordinada de citoquinas muestra una correlacion positiva

entre IL-10 e IL-17 lo que descarta un efecto inhibidor por parte de la IL-10 en este caso.

La IL-6 es una citoquina pleiotrdpica implicada en diversas facetas de la respuesta inmune, con
un importante rol en la inflamacién. Esta citoquina es la principal mediadora de la respuesta de
fase aguda y la fiebre. En el pulmdén promueve un estado inflamatorio y sus niveles

correlacionan con la gravedad y la mortalidad del sindrome de dificultad respiratoria aguda. Se
encuentra implicada en varios estados inflamatorios patogénicos, en la sepsis niveles elevados
de IL-6 correlacionan con gravedad y mortalidad, también esta aumentada en la gripe por virus

aviar A/H5N1 y en el SARS (236).

En el caso del virus A/H1IN1pdmO09 existe un amplio consenso acerca del papel de la IL-6 como
biomarcador de infeccidén grave tanto en humanos como en ratones. Niveles sistémicos
elevados de IL-6 se asocian con ingreso en UCl y con desenlace fatal (236). En ratones, la
infeccidn por gripe A/HIN1pdmO09 desencadena enfermedad grave y un aumento de los
niveles de IL-6 (187). Ademas, tanto en estudios con animales como clinicos, los analisis de
expresion génica muestran una fuerte asociacidn entre esta citoquina y la respuesta
inflamatoria (187). Asi mismo, los pacientes con infeccidn por otros virus estudiados en esta

tesis también mostraron niveles de IL-6 elevados frente a los controles sanos.

Los casos graves de gripe pandémica manifiestan elevacidn de la citoquina inmunomoduladora
IL-10 (187). En este estudio se observd una elevacion de IL-10 entre los pacientes fallecidos por
gripe pandémica. Este aumento podria interpretarse como un intento de prevenir el dafio
inflamatorio producido por la liberacién prolongada de citoquinas, siendo entonces
beneficioso para el paciente, pero también se puede interpretar como un mecanismo viral de
evasion de la respuesta inmune, presentando en este caso un dafio para el paciente (228).
Apoyando esta ultima hipétesis estudios en ratones han demostrado que el déficit de IL-10 es
un factor protector en la infeccion por gripe (221). En ancianos se ha asociado la produccion

elevada de IL-10 con una peor respuesta inmune a la vacuna de la gripe (221). El
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esclarecimiento del papel de la IL-10 es de gran interés ya que se podrian plantear alternativas
terapéuticas actuando sobre esta citoquina con el objetivo de aumentar o reducir sus niveles

€n Casos graves de neumonia.

Las citoquinas Th1 estudiadas (IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y y TNF-a) mostraban niveles tan bajos que
en el caso de IL-1 e IL-2 ni siquiera fueron detectables, y el resto se encontraban mas elevadas
en los controles sanos que en los pacientes. La inmunidad Th1 juega un papel importante
frente a microorganismos intracelulares como los virus, y es posiblemente necesaria para
eliminar el virus pandémico (187). Dado que nos encontramos con un grupo de pacientes
graves, cabe preguntarse si uno de los factores relacionados con la gravedad ha podido ser una

deficiente respuesta Th1.

La respuesta Th2 se encarga de la produccién de anticuerpos y la defensa frente a parasitos
(13). Las citoquinas Th2 estudiadas han sido la IL-4, IL-5 e IL-13, presentando todas ellas niveles
bajos o incluso indetectables (IL-5). La ausencia de citoquinas Th2 podria jugar un papel en el

déficit observado en algunas subclases de inmunoglobulinas analizadas.

En el caso particular de la IL-13, pese a que el test de Mann-Whitney arroja diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de pacientes con gripe o con otros virus frente a
los controles sanos, hay que sefialar que los niveles son tan bajos que no se puede considerar

que esta diferencia estadistica tenga repercusion bioldgica.

En conclusidn, los pacientes con NAC gripal grave mostraron una elevacidn de citoquinas
relacionadas con inflamacidn y de la citoquina inmunomoduladora IL-10, a la par que un déficit

en la produccién de citoquinas relacionadas con las respuestas Th1l y Th2 (Figura 52).
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Figura 52: Respuesta citoquinica en NAC gripal grave. (1: aumento. |: disminucion. )

Los pacientes con infeccidn por otros virus, presentaron niveles disminuidos de IL-8, MCP-1y
MIP-1PB respecto a los pacientes con gripe (aunque en el caso de IL-8 la diferencia no era
estadisticamente significativa), poniendo de manifiesto que se genera una respuesta inmune
diferente segun el agente etioldgico infectante. Aparentemente en el caso de infeccion por
virus distintos al gripal la menor secrecién de moléculas quimiotacticas probablemente
implique un menor reclutamiento de células inmunes hacia el pulmén, quiza siendo este uno
de los mecanismos que explican la menor gravedad de los pacientes con infeccion por virus

distintos al gripal, junto a la diferente patogenicidad del agente etioldgico.

Concluimos por tanto que los pacientes con neumonia por virus no gripales presentaron
niveles inferiores de MCP 1y MIP-1B en plasma respecto a los pacientes con neumonia gripal,
por lo tanto los niveles de estas moléculas podrian ser utiles en casos de sospecha de etiologia
virica no gripal.Ademas la elevacién de los niveles de IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF y MCP-1 en

plasma es una respuesta preservada en la infeccion virica grave.
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Estudio de los niveles de inmunoglobulinas endogenas en la

neumonia virica

Una adecuada produccion de inmunoglobulinas es esencial en la lucha frente a la infeccién
gripal (237). Uno de los factores mas importantes necesarios para la neutralizacion viral in vivo

es alcanzar una concentracién minima de inmunoglobulinas en suero (237).

Los resultados de este trabajo mostraron una asociacion entre infeccidén por virus
respiratorios, tanto gripe como otros virus, y niveles deficitarios de inmunoglobulinas, pero no
permitieron determinar si este déficit fue causado por dichos virus o si existia previamente a la

infeccion.

A favor del primer supuesto se ha demostrado en ratones que el virus de la gripe A produce
deplecidén de linfocitos B, por lo que se postula que la infeccion por éste sea causa suficiente
para producir hipogammaglobulinemia transitoria. Ademas se ha descrito disminucién en los
niveles de inmunoglobulinas durante la infeccién gripal en ausencia de inmunosupresion,

recuperandose valores normales de inmunoglobulinas una vez superada la infeccién (238).

Pero también existen evidencias que apoyan el segundo supuesto, en los resultados obtenidos
en este estudio se observd que el déficit de inmunoglobulinas fue especialmente marcado en
el grupo de pacientes infectados por gripe y fallecidos, dentro de los cuales cabe recordar que

se encontraba un elevado porcentaje de pacientes inmunosuprimidos.

Seria de gran interés establecer si la infeccion por el virus de la gripe se ve favorecida en estos
pacientes inmunosuprimidos. En caso de confirmarse esta teoria, la medicién de niveles de
inmunoglobulinas podria ser una herramienta en la busqueda de pacientes en riesgo de
padecer enfermedad complicada por virus de la gripe, ya que en ocasiones (p.ej. atencién de
pacientes en urgencias) no es facil establecer el estado inmune del paciente por no disponer

de todos los datos de su historia clinica.
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IgM

Los pacientes incluidos en este estudio presentaban niveles de IgM en el limite inferior de la
normalidad. La IgM es crucial para el aclaramiento viral durante la infeccidn primaria por virus
de la gripe A en ratones. Durante la fase de respuesta inmune adaptativa (<5 dias), la IgM
contribuye al aclaramiento viral de manera mucho mas intensa que la 1gG (239). Usando
ratones modificados genéticamente para producir Unicamente IgM y no IgG, se ha demostrado
que la IgM por si sola es capaz de proteger a ratones inoculados con dosis letales de gripe

(240).

El analisis de la mortalidad de nuestro grupo de pacientes muestra el papel protector de la IgM
en pacientes infectados por gripe. En efecto, los pacientes infectados por gripe fallecidos
presentaron niveles medios de IgM inferiores a los valores normales. En humanos infectados
por el virus de la gripe pandémico se ha observado que los pacientes con niveles mas elevados
de IgM aclaran el virus mas rapidamente que los pacientes con niveles mas bajos (241).
Ademas, la produccién correcta de IgM especifica frente al virus en la fase temprana de la
infeccidn por virus pandémico predice una adecuada respuesta inmune especifica (241,242) ya
gue la IgM favorece la expansidon clonal temprana de linfocitos B, aunque el mecanismo

preciso de activacién del linfocito B todavia se desconoce (242,243).

La IgM natural, dada su estructura flexible, puede unirse a patégenos que nunca antes han
estado en contacto con el hospedador, por tanto presenta un papel protector frente a la gripe
incluso antes del primer contacto con el virus (135). En ratones hasta el 10% de la IgM natural
puede unirse al virus gripal (244). La IgM natural producida por los linfocitos B1 se encuentra
en cantidades significativas en las vias aéreas y posee capacidad para neutralizar al virus. La
inactivacion viral por IgM natural es un potente mecanismo inmune, y en ausencia de esta
inmunoglobulina la supervivencia en ratones a la infeccidon por el virus de la gripe se ve

comprometida (135).

Las inmunoglobulinas naturales no estan dirigidas Unicamente contra el virus gripal, su amplio
abanico de accidn permite que presenten un efecto protector frente a las coinfecciones

bacterianas que se pueden producir durante las neumonias viricas (135,157).
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Ademas la IgM posee un papel fundamental en la eliminacién de epitopo especificos de la
oxidacion, y en consecuencia, presenta un papel protector frente a las consecuencias del

estrés oxidativo que se produce en el contexto de las enfermedades graves (245)

En definitiva, aunque es conocido el papel primordial de la IgM en la defensa frente a las
infecciones, este estudio demuestra por primera vez su papel como factor protector frente a
mortalidad en la NAC gripal, su capacidad como herramienta diagndstica y el posible uso de

IgM como nueva via terapéutica en pacientes graves.

IgG2

En este estudio, el grupo de pacientes con gripe mostrd niveles de 1gG2 por debajo de la
normalidad. Al estudiar los niveles de esta inmunoglobulina por subgrupos segun la presencia
o no de inmunosupresién se observé que, pese a que ambos grupos de pacientes presentaron
niveles por debajo de los valores normales, el déficit era claramente mas acusado en los

pacientes inmunosuprimidos.

En varios estudios de cohortes de pacientes con neumonia grave durante la temporada
pandémica se han descrito niveles bajos de 1gG2 (224,246—-248). Algunos autores postulan que
la disminucién en los niveles de esta inmunoglobulina podria deberse a la interaccidn entre el
virus A/HIN1pdmO9 v los linfocitos B, aunque para alcanzar la disminucidn que se observa en

los niveles de IgG2 en suero esta interaccién deberia ser muy potente (246).

Otra teoria que pretende explicar la relacién entre neumonia gripal grave y déficit de 1gG2
postula que no es el virus el que produce una disminucion en los niveles, sino que los pacientes
gue presentan niveles de 1gG2 disminuidos previamente a la infecciéon son mads proclives a la
enfermedad grave. Esta teoria se ha propuesto en referencia a pacientes embarazadas,
postulandose que el déficit de IgG2 que se produce de forma fisioldgica durante el embarazo
podria ser una de las causas por las que las embarazadas son poblacidn de riesgo para padecer

enfermedad grave por el virus HIH1pdmOQ9 (246).
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IgA

La Unica inmunoglobulina que presenté diferencias en sus niveles entre pacientes con
infeccidn por virus de la gripe y pacientes con infeccidn por otros virus fue la IgA, cuyos niveles

fueron inferiores en los pacientes con gripe.

El papel de la IgA en la defensa frente al virus de la gripe ha sido estudiado por Renegar et al.
en ratones obteniendo varios hallazgos interesantes. En primer lugar han demostrado que la
administracion pasiva de IgA en ratones protege contra la infeccidn por el virus de la gripe
(249), también han descubierto que la inmunidad nasal de los ratones disminuye si se
neutraliza la IgA, pero no si se neutralizan la IgM o la IgG (250). Su conclusién final sugiere que

la IgA es la principal protectora frente a este virus en las vias respiratorias superiores (251).

Un estudio en un modelo de infeccidn por virus de la gripe A en ratones (252), mostro que el
aumento en la produccién del factor activador de célula B perteneciente a la familia TNF
(BAFF), el cual promueve el cambio de clase hacia IgA en los linfocitos B, mejoraba la capacidad

de neutralizar el virus.

El papel de la IgA en la infeccidn por virus respiratorios distintos al gripal ha sido poco
estudiado por lo que los resultados de este estudio no se pueden comparar con otros. Dado
que los pacientes infectados por otros virus presentaban niveles de IgA superiores a los
pacientes con gripe y aun asi su situacion era de gravedad es posible que en la defensa frente a
estos virus la IgA tenga un papel menos importante que en el caso de la gripe, aunque se

necesitan estudios adicionales para obtener una conclusiones definitivas en este sentido.

Se puede concluir que los pacientes fallecidos por gripe presentaron menores niveles de todos
los isotipos de inmunoglobulinas que los supervivientes, encontrandose la IgM y la 1IgG2 por
debajo de los limites considerados normales.Los pacientes con neumonia por virus no gripales

presentaron niveles superiores de IgA en plasma respecto a los pacientes con neumonia gripal.
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Correlacion entre niveles de citoquinas, inmunoglobulinas y

gravedad

Los pacientes infectados por gripe presentaron al ingreso niveles de inmunoglobulinas y
citoquinas que correlacionaban inversamente entre ellas. En general los niveles de citoquinas
elevados correlacionaban con niveles disminuidos de inmunoglobulinas, siendo la IgM y la 1gG2

las inmunoglobulinas que mostraron mayor nimero de correlaciones.

Ya en la temporada pandémica, nuestro grupo de investigacion describié que la
hipercitoquinemia se relacionaba con una disfuncidn de la respuesta adaptativa, aunque en
ese trabajo no se midieron los niveles de inmunoglobulinas (184), los resultado de esta tesis
apoyan esa relacion mostrando una relacién inversa entre los niveles de citoquinas e

inmunoglobulinas.

También durante la temporada pandémica se describié una asociacién entre niveles

disminuidos de 1gG2 y elevacion en los niveles de citoquinas (224).

Ademads en este trabajo se ha analizado la correlacidn entre los niveles de citoquinas e
inmunoglobulinas y la gravedad de los pacientes, medida ésta por la puntuacién APACHE Il que
presentaron los mismos al ingreso, encontrandose que los niveles de diversas citoquinas (IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, GM-CSF, MIP-1B, y TNF-a) correlacionaron de manera directa con la

gravedad, mientras que en el caso de la IgM dicha correlacién era de signo inverso.

La relacion de los niveles de citoquinas con la gravedad de la neumonia por virus gripal ha sido
ampliamente documentada, y se ha discutido en apartados previos de esta discusién. En lo
referente a las inmunoglobulinas, aunque algunos estudios han mostrado niveles disminuidos
de IgG2 en pacientes graves (246), en la busqueda bibliografica realizada no se ha encontrado
ningun estudio en el que los niveles de IgM muestren correlacion con la gravedad,
posiblemente debido a que a pesar de que se han analizado numerosas cohortes de pacientes
con neumonia por el virus A/HIN1pdmO09, en pocos de esos estudios se analizaban los niveles

de inmunoglobulinas.

La relacion entre la respuesta innata y la adaptativa, medida en este caso por los niveles de

citoquinas e inmunoglobulinas respectivamente, y en concreto el aumento de la respuesta
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innata frente a una respuesta adaptativa insuficiente puede ser una de las causas principales
de la elevada gravedad y mortalidad observada en los pacientes tanto en este trabajo con en el

resto de los realizados durante las temporadas pandémica y postpandémica.

El estudio a fondo de esta disfuncién inmune podria permitir nuevos abordajes terapéuticos en
el futuro, que estuvieran dirigidos no solo a destruir o inhibir al virus, sino también a regular la

respuesta inmune del paciente frente a la infeccién.

En conclusidn la correlacion inversa entre niveles plasmaticos de citoquinas e
inmunoglobulinas puede indicar que las inmunoglobulinas juegan un papel en el control de Ia
inflamacidn, hipétesis reforzada por la correlacidn inversa existente entre niveles de IgM y

gravedad.
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Modelo de inmunopatogénesis
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Figura 53: Modelo de inmunopatogénesis de neumonias viricas graves durante la

temporada 2010-2011.

El patrén de la neumonia virica grave durante la temporada postpandémica nos muestra una
huella conservada en esta infeccidn (niveles aumentados de IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF, MCP-1)
gue puede dividirse en dos modelos segln el tipo de paciente y agente etioldgico causante de
la neumonia: de una parte pacientes mas jovenes pero inmunosuprimidos que presentan bajos

niveles de leucocitos, bajos niveles de inmunoglobulinas y sobreexpresién de la inmunidad
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innata en forma de aumento en los niveles de citoquinas inflamatorias, que resultaron
infectados por el virus gripal. De otra parte pacientes que presentan una respuesta inmune
adecuada, pero de mayor edad y con mayor frecuencia de comorbilidades, que resultaron

infectados por virus distintos al gripal.

La infeccidn por gripe se ve facilitada en pacientes que no cuentan con mecanismos de
respuesta inmune adaptativa adecuados, pese a que estos no se encuentren en una edad muy
avanzada. Es decir, el virus selecciona a una poblacidn susceptible que no es capaz de
desarrollar una respuesta inmune adecuada para defenderse de este. El hospedador al no
presentar una respuesta adaptativa adecuada, sobreexpresa moléculas de la inmunidad
innata, las citoquinas. Especialmente aquellas relacionadas con la inflamacién y el aumento del

reclutamiento de neutrdfilos hacia el pulmén como quimiocinas, IL-6 o G-CSF.

Este fallo en la respuesta inmune adaptativa se corresponde con mayor gravedad,
observandose de manera muy clara en la presente tesis una relacién directa entre los niveles
de citoquinas y el APACHE Il, al contrario de lo que sucede en el caso de las inmunoglobulinas.
Los pacientes de nuestro estudio con niveles bajos de inmunoglobulinas presentaron mayor

gravedad que conllevé a una mayor mortalidad

La asociacion entre déficit del sistema inmune y neumonia gripal grave ya fue postulada por
nuestro grupo de investigacién al analizarse los datos de la temporada 2009-2010,
encontrandose un aumento en los niveles de diversas citoquinas en los pacientes infectados
por el virus gripal (184,187,223), hipétesis reforzada por el hallazgo de una asociacién directa

entre la hipercitoquinemia y el nivel de excrecidn de virus (253).

El presente trabajo va un paso mas alla en el estudio de la respuesta inmune de los pacientes,
incluyendo moléculas relacionadas con la respuesta inmune adaptativa, las inmunoglobulinas y
otorga especial importancia en la defensa frente al virus gripal a las inmunoglobulinas IgM e
IgG2. Ademas se pone de manifiesto la importancia de la medicién no solo de IgG, sino
también de sus subclases, ya que una medicidn de niveles de IgG total no hubiera permitido

encontrar el déficit de 1gG2 que presentaron estos pacientes.

Por otra parte la infeccion por otros virus distintos al gripal que resulta en neumonia grave es
mas frecuente en pacientes de edad avanzada y con presencia de comorbilidades, como por

ejemplo patologia respiratoria, lo que sugiere que en la infeccidn por virus distintos al gripal se
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requieren unas condiciones previas en el hospedador que estdn relacionadas con condiciones

fisiopatoldgicas, o bien con condiciones relacionadas con la senescencia.

Al igual que ocurrié durante la temporada pandémica, la poblacién de edad mds avanzada se
vio menos afectada por el virus gripal pandémico, a lo que pudo contribuir bien el porcentaje
mas elevado de vacunacién que habitualmente se encuentra en este grupo de edad (216,254)
o bien la existencia de anticuerpos con reactividad cruzada con el virus pandémico en
poblacién nacida antes de 1950 por exposicidn a virus antigénicamente relacionados con el

virus pandémico (255).

Modelos predictivos de mortalidad en pacientes con infeccion

por gripe

Durante la pandemia del 2009 se utilizaron pardmetros clinicos o bioquimicos para establecer
modelos que permitieran predecir la mortalidad de los pacientes con infeccidn gripal (154). Sin
embargo no se realizaron modelos predictivos que analizaran la relacidn existente entre los
niveles de inmunoglobulinas y el desenlace clinico de los pacientes. En este sentido, y por
primera vez en la literatura, en esta tesis se ha identificado a la IgM como un marcador
temprano de mortalidad en el paciente critico utilizando modelos de regresidn multiple, por lo
gue podemos concluir que los niveles séricos disminuidos de IgM en plasma al ingreso se

asocian con mayor riesgo de mortalidad en la neumonia gripal grave.

Ademas de los niveles de IgM también los niveles de IgG2 han mostrado capacidad para
predecir supervivencia en pacientes con infeccidn por el virus pandémico en nuestro estudio.
La medicién de niveles de inmunoglobulinas en pacientes con neumonia grave puede ser una
importante herramienta que permita discriminar entre pacientes con alto y bajo riesgo de
mortalidad. Ademas podria abrir una via terapéutica consistente en conseguir niveles
adecuados de inmunoglobulinas en los pacientes que presenten un déficit de éstas mediante
la administracion de preparados intravenosos de inmunoglobulinas polivalentes, o incluso de
sueros hiperinmunes en los casos de neumonia con diagndstico del agente etioldgico (terapias

de reemplazo).

En conclusidn, niveles plasmaticos de IgM e IgG2 menores de 58 mg/dl y 59 mg/dI

respectivamente, al ingreso, se asocian con un menor tiempo de supervivencia y podrian ser
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utiles como puntos de corte en el disefio de terapias de reemplazo con inmunoglobulinas

exogenas.

Otras variables, como la presencia de diversas comorbilidades, se han asociado a mortalidad
por gripe A/HIN1pdmO9. Las comorbilidades asociadas a la mortalidad por gripe ya sea
estacional o pandémica son muy variadas y difieren segln la cohorte estudiada. En el
metaandlisis de Mertz et al. (174) se puede encontrar una amplia descripcién de las
comorbilidades encontradas en mas de 200 estudios. Las patologias cronicas como la
inmunosupresion, enfermedad cardiovascular, pulmonar, neuroldgica, etc. se asocian con

mayor mortalidad.

Mertz et al. ponen de manifiesto en su revisién que las diferencias en cuanto a los hallazgos en
los distintos trabajos, probablemente obedecen a una falta de significacién estadistica por
insuficiente tamafio muestral (174). En el presente estudio ademas del tamafio muestral,
posiblemente también la elevada frecuencia de comorbilidades que presentan los pacientes,
tanto los fallecidos como los supervivientes, ha hecho imposible encontrar caracteristicas

diferenciales entre ambos grupos.

De todas las comorbilidades analizadas en este trabajo, ninguna mostro finalmente ser un
factor de riesgo de mortalidad. Ahora bien, una de ellas, la inmunosupresién previa, pese a ho
confirmarse como factor de riesgo en el andlisis multivariante, si que muestra relacién con la
mortalidad en el andlisis univariante. Si bien en este estudio no se ha encontrado relacién, los
pacientes inmunosuprimidos son un grupo de riesgo reconocido a la hora de padecer
neumonias viricas, aunque la incidencia y el desenlace clinico varian segun la intensidad y la

duracion de la inmunosupresién (9,129).

Los parametros de laboratorio analizados (AST, ALT, etc.) han sido identificados como factores
de riesgo por algunos autores (214) pero en este trabajo han presentado niveles similares en

los pacientes fallecidos y supervivientes no asociandose a mayor mortalidad.

Estos resultados apoyan por tanto un papel protector de ambas inmunoglobulinas (1gG2 e IgM)

en la neumonia gripal en la temporada postpandémica.
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Biomarcadores

La busqueda de biomarcadores fiables es especialmente importante en el caso del diagndstico
de neumonia, dado que es frecuente no conseguir identificar el agente etioldgico. Ademas de
citoquinas e inmunoglobulinas, también se ha estudiado el uso como biomarcadores de la

proteina C reactiva, el recuento leucocitario o la procalcitonina (256).

Para ser util en la practica clinica de rutina, un biomarcador debe proveer informacion
adicional y cumplir al menos una de las siguientes caracteristicas: permitir establecer un
diagndstico rapido y fiable, ser un indicador del prondstico, permitir seleccionar a los pacientes
en funcién de una intervencidn especifica, reflejar la eficacia o ineficacia de una intervencion,
advertir precozmente de la progresion de la enfermedad, no mostrar fenédmeno de
“agotamiento”, es decir, permanecer elevado si la infeccidn se prolonga o elevarse de nuevo
en sucesivas infecciones. En lo referente a los ensayos clinicos un biomarcador debe ser Gtil a

la hora de seleccionar los pacientes a incluir en el ensayo (257).

Actualmente se consideran biomarcadores de inflamacién el TNF-a y el lactato. Otros como la
IL-1B, la IL-6 y la IL-10 se postulan como nuevos biomarcadores de presencia/ausencia de
inflamacién (257). A la vista de los resultados de esta tesis podria ser de interés estudiar el uso
de los niveles de inmunoglobulinas, especialmente de IgM e IgG2, como biomarcadores en la

neumonia virica.

Por otra parte, la medicidn de parametros tales como inmunoglobulinas y citoquinas debe
servir para valorar el estado inmunitario de los pacientes con neumonia grave. Los pacientes
gue pese a no presentar causas obvias de inmunosupresidon muestren niveles inadecuados de
estos mediadores inmunolégicos deberian considerarse de mayor riesgo y recibir un enfoque

terapéutico temprano encaminado a reducir la mortalidad en este grupo de riesgo.

Recientes estudios en pacientes con sepsis apoyan este planteamiento y plantean usar la
inmunomonitorizacidon como una pieza clave en la toma de decisiones en pacientes ingresados
en unidades de criticos, que permita personalizar el tratamiento e implementar medidas
profilacticas precoces tales como el uso de inmunoglobulinas intravenosas en los pacientes

que lo requieran (165).
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Nuevos enfoques terapéuticos en el tratamiento de la NAC

gripal grave

Dada la relacidn encontrada entre los niveles disminuidos de IgM y la mortalidad en pacientes
con infeccion por virus gripal seria interesante un enfoque terapéutico en pacientes con NAC
grave por gripe consistente en la administracion de inmunoglobulinas intravenosas (IVIG). Los
preparados de inmunoglobulinas intravenosas se preparan usando una mezcla (pool) de suero
de mas de 1.000 donantes, la especificidad de las inmunoglobulinas incluidas varian en cada
lote ya que depende de la exposicién a patdgenos de los donantes. Los distintos preparados
existentes en el mercado varian en cuanto a la concentracién de cada una de las clases y
subclases de inmunoglobulinas incluidas pero en su mayoria contienen principalmente IgG
(mas de 95%) (258) y dentro de ésta el contenido es mayoritariamente 1gG1, (259) subclase

gue se encontraba dentro de los VN en nuestros pacientes.

El uso de IVIG se ha estudiado en gripe, aunque no el preparado que estd enriquecido en IgM,
encontrando niveles significativos de anticuerpos especificos frente a la gripe en estas
preparaciones, lo que sugiere un potencial papel terapéutico en el tratamiento de gripe grave

(260).

Solo un preparado de inmunoglobulina intravenosa de los comercializados estd enriquecido en
IgM, el Pentaglobin que contiene un 76% de 1gG, un 12% de IgM y un 12% de IgA (261). El
tratamiento con este farmaco ha demostrado su eficacia en enfermedades inflamatorias en

modelos experimentales (137).

Una de las patologias en las que se ha estudiado mas extensamente el uso de
inmunoglobulinas es en la sepsis. Mientras que en algunos ensayos no se observa beneficio
(262), otros estudios (263,264) y metaanalisis (265) si que describen una reduccion de la
mortalidad en pacientes con sepsis tratados con este farmaco, aunque se recomienda realizar

ensayos clinicos que con mayor nimero de pacientes (266).

Curiosamente en ninguno de los trabajos mencionados (262-265) se ha realizado una
seleccion de los pacientes segun sus niveles de inmunoglobulinas. Los futuros ensayos clinicos
sobre uso terapéutico de inmunoglobulinas intravenosas en general, y de las enriquecidas en

IgM en particular deberian realizar un andlisis previo de los niveles de estas moléculas en los
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pacientes, de manera que reciban la intervencién tUnicamente los pacientes que la necesiten.
No realizar esta seleccidn previa constituye un sesgo que dificulta encontrar los posibles
efectos beneficiosos de este enfoque terapéutico y puede explicar porque distintas cohortes

muestran resultados discrepantes.

Aungque el uso de inmunoglobulinas enriquecidas en IgM estd siendo estudiado en sepsis,
hasta el momento no existen estudios sobre su uso en neumonia. La realizacién de ensayos
clinicos acerca de esta intervenciéon aportaria una valiosa informacidn, tanto en pacientes
graves, dado el papel que muestran estos mediadores en relacidon con la mortalidad y la
gravedad de estos pacientes, como en pacientes ancianos, que son los que concentran la

mayor parte de mortalidad en las epidemias gripales anuales.

Ademas de los preparados de IVIG, también se puede realizar una terapia con sueros
hiperinmunes. Dos ensayos clinicos que incluian pacientes graves infectados por el virus
A/H1IN1pdmO09, mostraron que el tratamiento de la infeccion con plasma obtenido de
pacientes convalecientes reducia la carga viral en el tracto respiratorio, el nivel de citoquinas
en sangre y la mortalidad, mostrando un efecto protector del suero hiperinmune en el
tratamiento de la infeccidon (267,268). Este tratamiento también ha mostrado su efectividad en

el tratamiento de la gripe por virus A/H5N1 y en la gripe de 1918 (260).

También la hemoperfusidn y la plasmaféresis han sido ensayadas como tratamiento en casos
graves. En un paciente tratado con hemoperfusion se redujeron los niveles de mediadores
inflamatorios en plasma, mejorando la oxigenacién (187). La plasmaféresis se ha usado
también como estrategia para reducir la hipercitoquinemia producida por virus pandémico,
mostrado buenos resultados en casos graves que no respondian a la terapia convencional

(260).

Dada la correlacién inversa encontrada en esta tesis entre inmunoglobulinas y citoquinas, se
puede plantear una alternativa al tratamiento habitual que incluya el uso de farmacos
inmunomoduladores en combinacidn con antivirales. Estos fdrmacos reducen los niveles de
mediadores inflamatorios y abren la puerta al estudio de nuevas estrategias terapéuticas para
tratar la inflamacién que se produce tras la infeccion causada por el virus pandémico (187). Por
ejemplo las estatinas o los macrélidos han sido propuestas como farmaco inmunomoduladores

potencialmente utiles en infecciones por gripe y otros virus respiratorios (260).
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Los enfoques terapéuticos basados en terapias inmunomoduladoras son de gran interés en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, y mas si cabe en las producidas por virus debido
al escaso arsenal de farmacos antivirales disponibles. Aunque en el caso de la gripe el
oseltamivir muestra buenos resultados, la posibilidad de resistencias a este farmaco hace

imprescindible abordar nuevas alternativas de tratamiento.

La medicién de los niveles de inmunoglobulinas y otros mediadores inmunolégicos debe
empezar a considerarse una rutina tanto para seleccionar a los pacientes a incluir en ensayos
clinicos con IVIG, sueros hiperinmunes o farmacos inmunomoduladores, como para
seleccionar a los pacientes que requieren un seguimiento mas estrecho en UCl en razén a una
deficiente respuesta inmune, evitando sesgos en los ensayos clinicos y favoreciendo el

tratamiento personalizado en la UCI.

En resumen, los resultados de nuestro trabajo demuestran el importante papel de las
inmunoglobulinas enddgenas en la neumonia de etiologia viral, aportan datos pioneros en
algunas de ellas, confirmando asociaciones clinicas relevantes, abriendo nuevas vias para la

anticipacién diagnodstica y el tratamiento precoz de esta patologia respiratoria.
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1.

En la temporada postpandémica 2010-2101, la edad media de los pacientes con
neumonia gripal grave se elevd respecto a la temporada pandémica de 2009-2010,
acercandose a la del patrdn estacional de gripe, aunque fue inferior a la edad media de

los pacientes con neumonia grave por otros virus.

Los pacientes con neumonia virica grave en la temporada postpandémica presentaron
una elevada frecuencia de comorbilidades, siendo ésta superior entre los infectados
por virus no gripales. Entre los fallecidos por gripe lainmunosupresion fue la

comorbilidad mas frecuente.

Los pacientes no presentaron diferencias significativas en lo concerniente al tipo de
tratamiento recibido, la frecuencia de coinfecciones bacterianas, o en los parametros
bioquimicos. Sin embrago, los niveles de leucocitos fueron inferiores en los pacientes

con gripe, especialmente en los fallecidos.

La neumonia grave causada por el virus de la gripe A/HIN1pdmO09 cursé con mayor

mortalidad que la causada por otros virus, aunque la gravedad al ingreso fue similar.

Los pacientes con neumonia gripal grave presentaban elevacién en los niveles de
diversas citoquinas pro y anti-inflamatorias en plasma siendo esta elevacién mas

acusada en los pacientes que fallecieron.

La elevacion de los niveles de IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF y MCP-1B en plasma es una

respuesta preservada en la infeccidn virica grave.

Los pacientes fallecidos por gripe presentaron menores niveles de todos los isotipos de
inmunoglobulinas que los supervivientes, encontrandose la IgM y la IgG2 por debajo

de los limites considerados normales.
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8.

10

11

12

Los pacientes con neumonia por virus no gripales presentaron niveles inferiores de
MCP-1y MIP-1B y superiores de IgA en plasma respecto a los pacientes con neumonia
gripal, por lo tanto los niveles de estas moléculas podrian ser utiles para identificar

casos de sospecha de etiologia virica no gripal.

La correlacidn inversa entre niveles plasmaticos de citoquinas e inmunoglobulinas
puede indicar que las inmunoglobulinas juegan un papel en el control de la
inflamacidn, hipodtesis reforzada por la correlacidn inversa existente entre niveles de

IgM y gravedad.

El modelo predictivo de mortalidad en neumonia gripal muestra que los niveles bajos

de IgM al ingreso se asocian con mayor riesgo de mortalidad.

En los pacientes con infeccidn gripal grave niveles plasmaticos de IgM e 1gG2 menores
de 58 mg/dl y 59 mg/dl respectivamente, se asocian con un menor tiempo de
supervivencia y podrian ser puntos de corte Utiles para el disefio de terapias de

reemplazo con inmunoglobulinas exdgenas.

Los resultados de esta tesis apoyan por tanto un papel protector de las

inmunoglobulinas 1gG2 e IgM en la neumonia gripal.
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levels of IgG2 and IgM <59 and < 58 mg/dl respectively died earlier. Multivariate Cox regression analysis
showed that APACHE II score and levels of IgM were the best predictors of outcome, being levels of IgM a
protective factor against mortality. [gM was the immunoglobulin showing the largest number of negative
correlations with cytokine levels.

Conclusions: Our results support a central role of IgM in preventing uncontrolled inflammatory response
and mortality in severe pandemic influenza. Early assessment of IgM could contribute to guide clinical

decisions in these patients.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Background

Pandemics generated by 2009 influenza A/H1N1 virus (influenza
A(H1N1)pdmO09) caused a great concern in the society. Little is
known on the participation of immunoglobulin isotypes in the
pathogenesis of the severe disease caused by this virus. Gordon
etal. [1] described lower levels of the IgG2 subclass in severe cases
of pandemic influenza. Chan et al. reported that the lower IgG2 lev-
els in these cases are associated with cytokine dysregulation [2].
To the present date, there is no any available information on the
involvement of immunoglobulins in the prognosis of patients with
critical respiratory illness caused by this virus.

2. Objectives

(1) To evaluate the association between plasma levels of IgG1,
IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgM, IgE and outcome in patients with
severe pandemic influenza. (2) To evaluate the association between
immunoglobulin and cytokine levels in these patients.

3. Study design

Patients: 40 critically ill patients with community acquired
pneumonia (CAP) with influenza A(H1N1)pdmO09 infection were
prospectively recruited from November 2010 to February 2011.
Definition of CAP was based on current American Thoracic Society
and Infectious Disease Society of America guidelines [3]. Patients
with HIV infection or those receiving radiotherapy, immunosup-
pressive drugs, including chemotherapy or systemic steroids in the
last three months previous to admission to the ICU were considered
as immunosuppressed. Informed consent was obtained directly
from each patient and control before enrolment. Approval of the
study protocol for both the scientific and the ethical aspects was
obtained from the Scientific Committee for Clinical Research of our
hospital. The study has been performed in accordance with the eth-
ical standards laid down in the 1964 Declaration of Helsinki and its
later amendments.

Samples: A single blood sample was obtained from each patient
in tubes containing ethylenediaminetetraacetic acid within the first
24 h following admission to the ICU. Cytokine levels in plasma were
evaluated using the Biorad© 17 plex assay (Hercules, CA, USA).
This system allows for quantitative measurement of IL-1(3; IL-6;
IL-8; IL-7; IL-17; G-CSF; MCP-1; MIP-13; IL-2; IL-4; IL-5; IL-10; IL-
12(p70); IL-13; GM-CSF; IFN-vy; TNF-a. Levels of IgG1, 1gG2, 1gG3,
IgG4, IgA, IgM, and IgE in plasma were measured by using a multi-
plex Immunoglobulin Isotyping kit purchased to Biorad on the same
Luminex platform. Microbiological identification was performed by
standard diagnostic methods in each participating Hospital using
respiratory cultures, blood cultures, and/or positive urinary anti-
gen test to Legionella pneumophila or Streptococcus pneumoniae.
Molecular diagnosis was used for influenza detection in respira-
tory samples, using the pandemic Influenza A/HIN1 Detection Set
(Roche®) on a Roche 2.0 Light Cycler platform. Presence of other
viruses was excluded by using the Respiratory Viral Panel-XTAG RVP
(Abott®) on the Luminex platform.

Statistical analysis: The impact of clinical variables and
immunoglobulin levels on mortality over time was assessed by
using univariate Cox regression analysis. Those variables yielding
p values <0.1 in the univariate analysis were further introduced in
a multivariate analysis using the Wald test for forward selection.
The accuracy of immunoglobulins for diagnosis of mortality was
studied by calculating areas under the receiver operating charac-
teristic (AUROC) curve. Correlation between immunoglobulin and
cytokine levels was assessed by using the Spearman Karber test.
Those correlations that were significant at the level of p<0.05
were represented in a heat map by using the JColorGrid software
(University of California San Francisco and University of California
Berkeley)[4]. All statistical tests were 2 sided, and p <0.05 was con-
sidered significant. Data analysis was performed using SPSS 20.0
software (IBM-SPSS, Chicago, IL).

Table 1

Clinical characteristics and immunoglobulin levels of the patients. Differences
between groups were assessed using the x2 test for categorical variables and the
Mann Whitney U test for continuous variables when appropriate. Continuous vari-
ables were expressed as median [interquartile rank]. Categorical variables are shown
as n (% over column). COPD, chronic obstructive pulmonary disease; HBP, high blood
pressure.

Characteristics Survivors (n=25) Non survivors (n=15) p

Age (years) 52 [27] 58 [9] n.s.
Sex
Female 7 (28) 5(33) n.s.
Male 18(72) 10 (66) n.s.
Comorbidities
Digestive disease 2(8) 1(6) n.s.
Cardiovascular disease 4 (16) 3(20) n.s.
Neurological disease 3(12) 0(0) n.s.
Renal disease 2(8) 0(0) n.s.
Respiratory disease 8(32) 3(20) n.s.
Immunosuppression 6(24) 9 (60) 0.023
Diabetes 4(16) 2(13) n.s.
HBP 8(32) 4(26) n.s.
COPD 5(20) 2(13) n.s.
Smoker (ever) 11 (44) 7 (46) n.s.
Alcohol abuse 2(8) 1(6) n.s.
IV drugs abuse 1(4) 0(0) n.s.
Steroids 5(20) 3(20) n.s.
Obesity 5(20) 3(20) n.s.
Bacterial infection
At ICU admission 5(20) 5(33) n.s.
At any time 6(24) 8(53) n.s.
MV 14 (56) 15(100) 0.004
NMV 10 (40) 1(6) n.s.
APACHE 13[8] 21[9] 0.001
Death time (days) - 8 [24] n.s.
PAFI 115[139] 86 [71] n.s.
Creatinine level (mg/dl) 1.05[0] 1.16 [6] n.s.
AST (U/1) 60 [56] 50[104] n.s.
ALT (U/1) 34[33] 41 [68] n.s.
WBC count (x103/ul) 10.9 [9.9] 3.9[18.1] ns.
Neutrophils (x103/l) 8.8[8.7] 3.6 [8.4] n.s.
IgG1 (mg/dl) 856 [674] 816 [2057] n.s.
IgG2 (mg/dl) 69 [85] 34[150] n.s.
IgG3 (mg/dl) 102 [202] 66 [172] n.s.
IgG4 (mg/dl) 43 [91] 23[51] n.s.
IgM (mg/dl) 91 [93] 50 [86] 0.049
IgA (mg/dl) 135[84] 130[136] n.s.
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4. Results

15 patients died. The main causes of death were respiratory
failure (60%) and multiorganic failure (26%). Survivors and non sur-
vivors were comparable in terms of age, sex and frequency and
type of co-morbidities independently of their final outcome, with
the exception of the presence of concomitant immunosuppression,
which was more frequent in the non survivors group (Table 1).
Causes of immunosuppression in the non survivors group were
as follows: hematologic malignancy treated with chemotherapy
in the last three months (n=6); HIV infection (n=2); lung can-
cer under treatment (n=1). In turn, in the group of survivors, 1
patient had HIV infection, 1 patient had a hematologic malignancy
treated with chemotherapy in the last three months, and 4 patients
were receiving systemic steroids as treatment for an autoimmune
disease.

IgE levels were not detectable in the plasma of our patients.
Non survivors showed lower levels of IgM (Table 1). IgM lev-
els correlated inversely with the APACHE-II score at admission
(correlation coefficient, p): (—0.4, 0.012). As expected, immuno-
suppressed patients showed lower levels of 1gG2 [(12.9, 95.6) vs.
(75.6, 162.3)], IgG3 [(47.5, 157.3) vs. (115.1, 251.1)], IgM [(18.5,
79.8) vs. (91.5, 95.3)] and IgA [(87.8, 120.4) vs. (143.6, 82.2)]
(median in mg/dl, interquartile rank in each group). 100% of non
survivors needed of invasive mechanical ventilation, but venti-
lated patients had no significant differences in immunoglobulin
levels compared with non ventilated ones (data not shown). Clin-
ical variables introduced in the univariate Cox regression analysis
were presence of COPD, obesity, diabetes, high blood pressure, prior
immunosuppression, alcohol abuse, smoking habit, digestive dis-
ease, cardiovascular disease, neurological disease, renal disease,
respiratory disease, autoimmune disease, bacterial infection at ICU
admission, bacterial infection at any time during hospitalization at
the ICU, and APACHE II score at ICU admission. Only the variables
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prior immunosuppression and APACHE II score were associated
with increased risk of mortality in this analysis. In the immunoglob-
ulin side, levels of (IgG2) and (IgM) at ICU admission (log values)
showed a protective association against mortality in the univariate
analysis. Kaplan Meier analysis showed that patients with levels of
IgG2 and IgM <59 and <58 mg/dl respectively died earlier (Fig. 1).
Multivariate Cox regression analysis showed that APACHE II score
and IgM were the best predictors for outcome. AUROC analysis
showed that IgM levels at ICU admission were a good test for diag-
nosing survival (area (CI95%), p: 0.77 (0.58-0.96) 0.009).

When cytokine levels were evaluated at admission to the ICU,
IL-13, IL-2 and IL-5 were not detectable in the patients’ plasma. Non
survivors showed higher levels of IL-6, IL-8, IL-10, G-CSF, MCP-1 and
MIP-13 (p<0.05, data not shown). Immunoglobulin levels corre-
lated inversely with cytokine levels, being IgM the isotype showing
the largest number of correlations, followed by IgG2 (Fig. 2),

5. Discussion

Our results demonstrate that IgM levels at admission to the
ICU are a good prognostic factor in patients with severe disease
caused by influenza A(H1N1)pdmO09. Qiu et al. [5] demonstrated
that IgM is critical in the early response against influenza infec-
tion and influences subsequent IgG antibody responses. Jayasekera
et al. [6] reported that natural IgM in cooperation with the early
components of the classical pathway of complement work in con-
cert to neutralize influenza virus and may have a significant impact
on the course of influenza viral pneumonia. In addition to its antivi-
ral effect, IgM develops major immunomodulatory activities. IgM
plays an important role in the clearance of oxidation-specific epi-
topes and in consequence may provide a generalized protective
response against the consequences of oxidative stress produced in
the context of critical illness [7]. As occurred for IgM, IgG2 showed
a protective trend in our study. IgG2 accounts for approximately

100 = IgM (p40)
- -4 '<58 mg/dl
{7 ] =1>58 mg/di
081 ‘..
1
fomy
:"-
1
0,61 [

0,41
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02+

Days Days
95,0% ClI for Exp(B)
Exp(B) p
Lower Upper
APACHE 1,123 1,024 1,230 ,013
IgM 275 ,095 ,793 ,017

Fig. 1. Up: Kaplan Meier curves for survival. Deciles from percentile 10 to percentile 90 of IgG2 and IgM were calculated and used to compare survival times in those patients
with low or high concentrations of these parameters. The first decile showing significant differences between groups based upon the log-rank test (Mantel-Haenzel) was
used as the cut-off point (percentile 40). Outcome for this analysis was time until death. Cum Surv indicates cumulative survival. Down: Multivariate Cox regression analysis

for mortality. HR: hazard ratio. Time was censored at day 28.
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Fig. 2. Heat map representing the Spearman coefficient for correlations between
immunoglobulins and cytokine levels. Lightgray represents an exception color for
no significant correlations.

one-quarter of the total IgG in the normal host. As already said,
low levels of IgG2 have been reported to be associated with severe
pandemic influenza infection [1].

In consonance with previous results, levels of immunoglobulins
were associated inversely with cytokine levels at ICU admission.
Presence of hypercytokinemia during influenza infection has been
linked to poor control of viral replication [8,9]. Our results reinforce
previous findings highlighting the central role of immunoglobulins
in preventing un-controlled pro-inflammatory responses during
influenza infection [2,10]. A limitation of our work was that
immunosuppression was heavily represented in the non survivors’
group. Immunosuppression was a common antecedent between
patients suffering from severe influenza infection during the post-
pandemic season (period during which the study was performed)
[11]. Although our results should be validated in larger studies
including both immunosuppressed and non immunosuppressed
patients, they provide an interesting clue on the participation of
IgM in the pathogenesis of severe influenza that deserves to be
further explored.

Our results support a central role of [gM in preventing uncon-
trolled inflammatory response and mortality in severe pandemic
influenza. Early assessment of IgM could contribute to guide clinical
decisions in these patients.
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IgA level in plasma as a differential factor for
influenza infection in severe viral pneumonia

@ CrossMark

We have recently reported the protective role of IgM in
a cohort of patients with severe disease caused by influenza
A(H1N1)pdmO09 virus [1]. Here we compared levels of 17 cytokines
and 7 immunoglobulin isotypes in the plasma of these patients
against those of a cohort of patients suffering from pneumonia
caused by other viruses. Cytokines and immunoglobulins were
measured by using Biorad multiplex kits. Respiratory samples were
screened for the presence of viruses by using the A(HIN1)pdmO09
Detection Set (Roche®), the Respiratory Viral Panel-XTAG RVP
(Abott®) or culturing them on Hep2/Vero/MDCK-SIAT cells. In the
non-influenza group (n=20), the viral aetiology was as follows:
Entero/Rhinovirus (n=7), Metapneumovirus (n=6), Respiratory
Syncytial Virus (n=5), Coronavirus NL63 (n=1) and Herpesvirus
(n=1).Patients with influenza (n = 38) were younger (median (yrs),
[interquartile rank, IQR]): influenza: (54 [19]; other viruses: 64
[19]) (p=0.005 Mann-Whitney U test). The frequency of prior

immunosuppression was similar: 12 out of 38 (31.6%) for influenza;
5 out of 20 (25.0%) for non-influenza, (p =0.601, Chi squared Test).
APACHE II score at admission was also similar in both groups:
(median [IQR]): influenza: (18.5 [10]); other viruses: (16.5 [25])
(p=0.761). Nevertheless, patients with influenza needed more fre-
quently of invasive mechanical ventilation: influenza: 29 out of
38 (76.3%); other viruses: 10 out of 20 (50.0%), p=0.042. Fre-
quency of bacterial co-infection at admission was also comparable:
influenza: 7 out of 38 (18.4%); other viruses: 3 out of 20 (15.0%)
p=0.772. The percentage of fatal cases was higher in the influenza
group, although difference was not significant: influenza: 14 out of
38 (36.8%); other viruses: 3 out of 20 (15.0%) p=0.080. Patients
with influenza showed higher levels of MCP-1 (282.6 [521.1];
56.7[203.1]) and MIP-1[3 (83.8 [86.1]; 51.4 [49.7]), median (pg/ml),
[IQR], indicating probably a worst control of the infection [2]. Con-
versely, influenza patients showed lower levels of IgA (133.9[92.8];
212.1 [308.9]), median (mg/dl), [IQR]) (Fig. 1). The area under
the receiver operating characteristic (AUROC) curves for MCP-1,
MIP-13 and IgA levels allowed distinguishing between influenza
and non influenza infection (AUROC, [CI 95%], p): MCP-1 (0.69,
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Fig. 1. Up: Box plots showing levels of chemokines and IgA in both groups (p <0.05). Down: AUROC for influenza (MCP-1, MIP-13)/non-influenza diagnosis (IgA).
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IgM as protective factor against uncontrolled inflammatory response and early
mortality in critical post-pandemic influenza

R Ortiz de Lejarazu R Almansa , L SOCIaS M Justel , C Lopez Mestanza MC Gallegos Y
Fernandez I Martm Loeches®, P Ramlrez M Gordon D Andaluz S ROJO | Sanz', A Estella®, A
Loza®, C Le6n®, J Blanco™, JA Berezo™®, S Rosich', JF Bermejo Martin®

'Valladolid National Influenza Centre, Microbiology and Immunology Service, Hospital Clinico
Universitario SACYL, Spain; “Unidad de Invest|ga0|on Biomédica del Clinico (ibC), Hospital Clinico
Universitario. SACYL-IECSCYL, Valladolld Spain; 3Critical Care Department, Hospital Son Llatzer
SEMICYUC, Palma de Mallorca Spain; M|crob|ology Service, Hospital Son Llatzer SEMICYUC,
Palma de Mallorca, Spain; °Critical Care Department Parc Tauli, Hospital Universitari de Sabadell-
CIBERES/SEMICYUC, Tarragona Spain; ®Critical Care Department, Hospital Universitario La Fe-
SEMICYUC, Valencia, Spain; Cr|t|cal Care Medicine Service, Hospital Clinico Universitario. SACYL,
SEMICYUC, VaIIadohd Spain; ®Intensive Care Department, Hospital del SAS de Jerez—SEMICYUC,
Cadiz, Spaln %Critical Care Department, Hospital N Sra de Valme—SEMICYUC, Seuvilla,
Spain; %Critical Care Medicine Service, Hospital Universitario Rio Hortega—SACYL/SEMICYUC,
Valladolid, SPAIN; ''Critical Care Department, Hospital Universitari Joan XXIII—SEMICYUC,
Tarragona, Spain

Background: Lower levels of the IgG2 subclass associated with cytokine dysregulation have been
associated with severe pandemic influenza. Nonetheless, there is no information on the role of
immunoglobulin isotypes other than IgG in the critical iliness caused by influenza infection. This work
aimed to describe host immunoglobulin subclasses and isotype profiles in critical influenza infections
during the 2010-2011 postpandemic season. Materials and Methods: Forty patients with severe
respiratory failure and community-acquired pneumonia with confirmed laboratory influenza infection
(polymerase chain reaction and/or cell culture) were recruited. Levels of 1IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgM,
IgA, and 17 cytokines were measured by using multiplex assays on plasma samples collected in the
first 24 hours following admission to the ICU. Association studies among immunoglobulin/cytokine
levels, disease severity, and outcome were performed by using the Spearman test, Cox regression
analysis and Kaplan-Meier curves. Multivariate analysis was adjusted by age, sex, APACHE score,
immunosuppression, and bacterial infection. Results: Fifteen patients died. Concomitant
immunosuppression was more frequent in nonsurvivors than in survivors (N = 9 and 3, respectively).
Patients showing immunosuppression had lower levels of IgG2 and IgM and higher levels of IL-6, IL-8,
and G-CSF than nonimmunosuppressed patients. Correlation studies revealed that the 1gG2 and IgM
levels were inversely associated with the APACHE score. IgM correlated inversely with 7
proinflammatory/immunomodulatory cytokines. On the contrary, cytokines levels were directly
associated with severity. Results of Cox regression analysis for mortality censored at day 28 following
ICU admission showed that IgM had a protective effect against mortality at 28 days, whereas IL-8, G-
CSF, MCP-1, MIP-1 behaved as risk factors. Conclusions: This study showed that IgM in critically ill
patients is a protective factor in postpandemic influenza, preventing uncontrolled hypercytokinemia,
severe disease, and fatal outcome. Acknowledgments: The authors acknowledge the support of
“Instituto de Salud Carlos Ill—Fondo de Investigaciones Sanitarias and Health Council, Junta de
Castilla y Leén (JCYL-IECSCYL-SACYL): Programa de Investigacion Comisionada en Gripe,
GR09/0021, GR09/0022.
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[0.54-0.82] 0.021); MIP-13 (0.71, [0.57-0.85] 0.007); IgA (0.71,
[0.56-0.86] 0.008) (Fig. 1).

Local IgA in the respiratory mucosa has been shown to play an
important protective role in the infection caused by respiratory
viruses [3,4]. However the role-played by systemic IgA in this con-
text is not well known. This work evidences for the first time the
existence of lower levels of plasma IgA in patients with viral pneu-
monia caused by influenza. The potential of [gA in determining viral
aetiology along with its participation in the pathogenic events in
this disease merits further investigation.
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tales de la Comunitat Valenciana. El cribado se realiz6 de lunes a saba-
do en todas las admisiones por urgencias de las 24-48 horas previas.
Se obtuvieron frotis nasofaringeos y nasales (< 14 afios) o faringeos (>
14 afios). Se llevé a cabo la deteccion de 14 virus respiratorios, en un
laboratorio centralizado, mediante RT-PCR multiplex. De forma pros-
pectiva y sistematica se seleccionaron asilados gripe A y gripe B y se
secuenci6 el gen completo de la hemaglutinina, para compararlo con
el de aislados de referencia mediante andlisis filogenético.
Resultados: De 1.034 pacientes incluidos en el estudio, en 510 se
detect6 como minimo algin virus por RT-PCR, de los que 242 fueron
positivos para gripe. Observamos dos olas, la primera de gripe By la
segunda de gripe A. Casi todos los asilados de gripe B (n = 108; 63%)
pertenecian al linaje B-Yamagata, y unos pocos casos (n = 5; 3%) fue-
ron clasificados como B Victoria o B no tipado. El resto fueron
A(HIN1)pmd09 (n = 85; 35%) y s6lo 5 A(H3N2). Los aislados de gripe
B Yamagata (54 secuenciados) se distribuyeron en dos clados: (i) cla-
do 2, B/Brisbane/3/2007-like, cercano a B/Massachusetts/02/2012; y
clado 3, B/Wisconsin/1/10 (cepa vacunal)-like, cercano a B/
England/709/2012. La mayoria de los virus A(H1N1)pdm09 (37
secuenciados) pertenecian al clado 6 (A/St.Petersburg/27/2011-like),
ysoélocuatroaisladospertenecianalclado7(A/St.Petersburg/100/2011-
like). Un total de 18 (34%) vs 34 (65%) aislados de gripe B, 0 12 (32%)
vs 25 (68%) de gripe A, provenian de pacientes vacunados o no vacu-
nados, respectivamente. No se encontré un agrupamiento filogenéti-
co diferencial de los aislados segtn el estado de vacunacion, ni para
gripe A, ni para gripe B.

Conclusiones: No se pudo relacionar ningtn grupo filogenético de
gripe B-Yamagata o A(H1N1pdm09) con fallo vacunal en ingresos por
enfermedad respiratoria grave durante la temporada 2012-13. Otros
factores pueden contribuir a la poca efectividad de la vacuna en una
porcién sustancial de casos.

134. RELACION ENTRE NIVELES PLASMATICOS DE
INMUNOGLOBULINAS Y MORTALIDAD EN NEUMONIA GRAVE
CAUSADA POR VIRUS DE LA GRIPE A(H1IN1)PDMO09

M. Justel Alvarez!, R. Almansa!, L. Socias?, P. Ramirez?, M.C. Gallegos?,
D. Andaluz’, L. Nogales', S. Rojo', J. Valles?, A. Estella’, A. Loza®,

I.C. Lopez', ]. Blanco’, J.A. Berezo’, A. Torres®, R. Ortiz de Lejarazu
Leonardo!, I. Martin-Loeches* y ]J.F. Bermejo-Martin!

"Hospital Clinico Universitario. Valladolid. ?Fundacién Hospital Son
Llatzer. Palma de Mallorca. *Hospital Universitario La Fe. Valencia.
“4Corporacié Sanitaria ParcTauli. Sabadell. Hospital del SAS de Jerez de
la Frontera. Jerez de la Frontera. °Hospital Universitario de Valme.
Sevilla. "Hospital Universitario del Rio Hortega. Valladolid. *Hospital
Clinic de Barcelona. Barcelona.

Introduccién: A pesar de que la pandemia causada por el virus de la
gripe A(HIN1)pdmO09 ha siso intensamente estudiada, es poco conoci-
do el papel de los distintos isotipos y subclases de inmunoglobulinas
en la neumonia grave causada por este virus. Se han descrito niveles
bajos de IgG2 en casos graves de neumonia causada por el virus de la
gripe A(HIN1)pdmO9 y se han relacionado con desregulacion de cito-
quinas, pero no se ha estudiado el papel de las inmunoglobulinas en el
prondstico de los pacientes con enfermedad critica causada por dicho
virus. El objetivo del presente estudio es evaluar la asociacién entre
niveles plasmaticos de IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgM, IgE y mortali-
dad en pacientes con enfermedad grave por gripe A (HIN1)pdm09.

Material y métodos: De noviembre-2010 hasta febrero-2011 se
reclutaron pacientes ingresados en UCI con neumonia adquirida en

Tabla. (Comunicacién 134) Resultado del andlisis multivariante de Cox

Exp(B) 1C95% Valor p
APACHE 1,123 0,013 1,23 0,013
Log IgM 0,275 0,017 0,793 0,017

la comunidad causada por virus de la gripe A (HIN1)pdmO09. Se
recogié una muestra de sangre en las primeras 24 horas desde el
ingreso. Los niveles de inmunoglobulinas IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4,
IgA, IgM, e IgE fueron medidos con el kit BioPlex Human Immuno-
globulinlsotyping (Biorad) en plataforma Luminex. La identifica-
cion bacterioldgica se realizé en muestras respiratorias, hemoculti-
vos y mediante deteccion urinaria de antigenos. El diagnostico
virolégico se realizé mediante los kits pandemic Influenza A/HIN1
Detection Set en plataforma 2.0 Light Cycler (Roche). La presencia
de otros virus se excluyé usando el Respiratory Viral Panel-XTAG
RVP en plataforma Luminex y mediante cultivo celular. El impacto
de las variables clinicas y los niveles de inmunoglobulinas en la
mortalidad se analizé6 mediante analisis de regresiéon de Cox. Las
variables que presentaban valores p < 0,1 en el andlisis univariante
se incluyeron en un andlisis multivariante. El andlisis estadistico se
realizé con el programa SPSS 20.0.

Resultados: Se reclutaron 40 pacientes; de los cuales fallecieron 15
(37.5%). Las principales causas de muerte fueron fallo respiratorio
(60%) y fracaso multiorganico (26%). El grupo de pacientes fallecidos
presentaba con mayor frecuencia inmunosupresién, necesidad de
ventilacién mecanica, mayor score APACHE II al ingreso y menores
niveles de IgM. Edad, sexo, score APACHE II, comorbilidades y niveles
de inmunoglobulinas se introdujeron en el andlisis univariante de
Cox, las Gnicas asociadas con mortalidad fueron inmunosupresion y
APACHE 11, como factores de riesgo, e IgG2 e IgM (valores logaritmi-
zados) como factores protectores. El andlisis de regresién multiva-
riante de Cox mostré que el score APACHE Il 'y los niveles plasmaticos
IgM son los mejores predictores de mortalidad. (Tabla1)
Conclusiones: Los niveles de IgM en el momento de la admisién en
la UCI son un buen indicador prondstico en pacientes con neumonia
grave por gripe A(HIN1)pdm09. La medicién temprana de estos
niveles podria contribuir a guiar las decisiones clinicas en estos
pacientes. Ademas de los niveles de IgM, también los niveles de IgG2
muestran un papel protector en nuestra cohorte.

135. PREVALENCIA DE VIRUS SAFFOLD EN MUESTRAS
RESPIRATORIAS PEDIATRICAS

P. Brafias, C. Prieto, M. Garcia, ].R. Otero y L. Folgueira
Hospital Universitario 12 de Octubre. Madrid.

Introduccidén y objetivos: El virus Saffold (SAFV) fue identificado por
primera vez en 2007, y fue incluido en el género Cardiovirus dentro de
la familia Picornaviridae. Desde entonces, ha sido descrito en muestras
respiratorias, fecales y de liquido cefalorraquideo. También se han rea-
lizado estudios de seroprevalencia en distintas poblaciones. A pesar de
todos los esfuerzos, su asociaciéon con alguna patologia en concreto
continta siendo motivo de discusion. El objetivo de nuestro trabajo fue
identificar el virus SAFV en muestras respiratorias de poblacion pedia-
trica y buscar su asociacién con clinica respiratoria.

Material y métodos: Se realizé un estudio retrospectivo sobre mues-
tras de aspirado nasofaringeo de poblacién infantil con clinica de
infeccion respiratoria, recibidas en el Hospital 12 de Octubre (Madrid)
durante 2004-2006. Se realizé cultivo convencional y shell-vial en
las lineas celulares MRC-5, A-549 y MDCK, y se investigé la presencia
de virus Influenza A y B, VRS, Parainfluenza 1, 2 y 3 y Adenovirus
(MonofluoScreen, Bio-Rad). El ARN se obtuvo a partir de 140 micro-
litros de muestra respiratoria (QIAamp viral RNA kit, Qiagen) y se
realizé retrotranscripcién con random-hexameros. Se utiliz6 una
PCR a tiempo real con primers y sonda especificos de SAFV dirigidos
frente a la regioén conservada 5’-UTR (CP797, CF723 y CR888) y un
control interno para la deteccién de inhibidores de PCR. La amplifi-
cacion se realizo en el LightCycler 480 II (Roche Molecular Biochemi-
cals) con las condiciones: 10 min a 95 °C, y 50 ciclos de 15sa95°Cy
60 s a 60 °C. El producto de PCR se detect6 mediante sondas TagMan
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615. ESTUDIO DEL PERFIL PLASMATICO DE INMUNOGLOBULINAS
Y CITOQUINAS EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE CAUSADA
POR GRIPE Y OTROS VIRUS RESPIRATORIOS

M. Justel Alvarez!, R. Almansa!, L. Socias?, P. Ramirez?, D. Andaluz,
A. Estella?, A. Loza’, J. Blanco$, J.A. Berezo®, S. Rosich’, C. Cilloniz?,
A. Torres?, I.C. Lopez', S. Rojo', R. Ortiz de Lejarazu Leonardo’,

I. Martin-Loeches® y ].F. Bermejo-Martin!

"Hospital Clinico Universitario. Valladolid. 2Fundacién Hospital Son
Llatzer. Palma de Mallorca. *Hospital Universitario La Fe. Valencia.
“Hospital del SAS de Jerez de la Frontera. Jerez de la Frontera. *Hospital
Universitario de Valme. Sevilla. Hospital Universitario del Rio Hortega.
Valladolid. "Hospital Universitari Joan XXIII. Tarragona. $Hospital Clinic
de Barcelona. Barcelona. *Corporaci6 Sanitaria ParcTauli. Sabadell.

Introduccion: La etiologia virica de la neumonia adquirida en la
comunidad se documenta en aproximadamente un 30% de los casos,
siendo el virus de la gripe el mas frecuentemente implicado. Se ha
descrito relacion entre niveles bajos de IgG2 y desregulacién de cito-
quinas en pacientes infectados por gripe. Recientemente se ha des-
crito el papel protector de la IgM en gripe grave. No hay estudios
acerca del papel de estas moléculas en la neumonia causada por
otros virus respiratorios. El objetivo del presente estudio es analizar
los patrones plasmaticos de inmunoglobulinas y citoquinas en
pacientes con neumonia virica grave.

Material y métodos: Se reclutaron pacientes con neumonia virica
ingresados en UCI. Se recogié una muestra de sangre en las primeras
24 horas tras el ingreso. Los niveles de citoquinas se analizaron usando
el Bio-PlexProHumanCytokine 27-plex Assay (Bio-Rad), los niveles de
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, 1gA, IgM, e IgE fueron medidos usando el kit
BioPlex Human ImmunoglobulinlsotypingAssay (Bio-Rad) ambos en
plataforma Luminex. La identificacién bacteriolégica se realiz6 en cada
hospital en muestras respiratorias, hemocultivos y test de deteccién
urinaria de antigenos. El diagnostico virolégico se realiz6 mediante los
kits pandemic Influenza A/HIN1 Detection Set en plataforma 2.0
LightCycler (Roche), Respiratory Viral Panel-XTAG RVP en plataforma
Luminex y mediante cultivo celular. Las diferencias entre ambos gru-
pos se analizaron mediante test de chi-cuadrado para variables cate-
goricas y el test U de Mann-Whitney para variables continuas. El ana-
lisis estadistico se realizé con el programa SPSS 20.0.

Resultados: Se incluyeron 38 pacientes con gripe y 20 pacientes con
otros virus. El grupo de pacientes con gripe era significativamente
mas joven, presentaba con mads frecuencia patologia respiratoria,
hipertension arterial, necesidad de ventilacion mecanica invasiva,
menor nivel de leucocitos y neutréfilos (tabla). Los niveles de inmu-
noglobulinas y citoquinas fueron similares excepto para la IgA, MCP-
1y MIP-18 (tabla).

Conclusiones: La IgA es un factor diferencial entre los pacientes con
patologia grave por gripe o virus no gripales, presentando niveles
plasmaéticos inferiores en los primeros. Las citoquinas MCP-1 y MIP-

Tabla. (Comunicacién 615) Caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes

Gripe (n =38) Otros virus (n = 20) Valor p
Edad 54+ 19 64 £ 19 0,005
Patologia respiratoria 11 (28) 11 (55) 0,034
Hipertensién 12 (31) 12 (60) 0,037
VMI 29 (76) 10 (50) 0,047
Leucocitos (x 103/uL) 8,8 +11,2 173 +£10,8 0,001
Neutrofilos (x 103/uL) 6,9+10 15,7+9,7 < 0,001
IgG1 (mg/dL) 807,8 + 964,8 734,5 + 880,8 ns.
IgG (mg/dL) 64,8 + 118,1 89 + 131 ns.
IgG3 (mg/dL) 102,5 + 165 120,6 + 154,3 ns.
IgG4 (mg/dL) 263 + 74,5 33,8 +76,3 n.s.
IgM (mg/dL) 66 + 80,7 79,4+ 58,6 n.s.
IgA (mg/dL) 133,9+98,8 212,1 +£308,9 0,008
MCP-1 (pg/ml) 282,6 + 521 53,7 2031 0,021
MIP-1p (pg/ml) 83,8 +86,1 51,4 +49,7 0,007

*Valores expresados como mediana # rango intercuartil o N° (%). n.s. = no significati-
vo.

1B, relacionadas con respuesta inflamatoria, presentan niveles mas
elevados en estos pacientes, indicando probablemente, un peor con-
trol de la infeccion.

616. EFECTO DEL USO DE APOSITOS CON GEL DE CLORHEXIDINA
INTEGRADO (TEGADERM™ CHG) SOBRE LA FORMACION DE
BIOFILM EN LAS SUPERFICIES EXOLUMINAL Y ENDOLUMINAL
DE LOS CATETERES VENOSOS CENTRALES. ESTUDIO CLINICO DE
CASOS CONSECUTIVOS

M. Gordén Sahuquillo, A. Cortés Herrera, M.T. Gisbert Garcia,
A. van Bommel Ganem, E. Villarreal Tello, R. Gimeno Costa,

J. Mazarrota Palomares, J.C. Mateo Pardo, S. Meseguer Cuenca,
E.M. Gonzalez Barbera, C. Pérez Bellés, ]. Bonastre Mora

y P. Ramirez Galleymore

Hospital Universitario La Fe. Valencia.

Introduccion: La colonizacién de los catéteres venosos centrales
(CVC) temporales de los pacientes criticos en forma de biofilm pare-
ce estar directamente relacionados con el desarrollo de bacteriemia
asociada a catéter (BRC). Realizamos este estudio con el objetivo de
estudiar el efecto de los apésitos con gel de clorhexidina integrado
sobre la colonizacién del CVC y la formacién de biofilm.

Material y métodos: Se incluyeron en el estudio a todos los pacientes
mayores de 18 afios ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos
del Hospital Universitario y Politécnico la Fe, portadores de un CVC con
una duracién prevista superior a 48 horas. Se establecieron dos lineas
de tratamiento: 1) medidas de higiene y asepsia habituales; y 2) utili-
zacion del apésito transparente semipermeable con gel de clorhexidi-
na integrado (Tegaderm™ CHG) sobre el punto de entrada del CVC
desde el momento de su insercién, con recambio del apésito cada 7
dias o en caso de pérdida de integridad. Los pacientes fueron asigna-
dos de forma secuencial a cada una de las dos lineas de tratamiento.
Se realizé un seguimiento clinico y microbioldgico cada 3 dias (culti-
vos de sangre e hisopado de la superficie interna de las conexiones del
catéter). En el momento de retirada del CVC, se analizé la formacién
de biofilm sobre su superficie interna y externa mediante cultivo (téc-
nica de Maki y sonicacién) y microscopio electrénico de barrido. Se
calcularon frecuencias relativas y absolutas para variables discretas. La
comparaciéon de poblaciones se realiz6 con la prueba c2

Resultados: Se incluyeron un total de 20 pacientes (11 casos y 9 con-
troles). Se sospechd bacteriemia asociada a catéter en 2 de los pacien-
tes del grupo de casos e infeccién del punto de entrada en 2 pacien-
tes del grupo control, sin llegar al diagnéstico microbiolégico de
infeccién en ninguno de los casos. No se detectaron incidencias
directamente relacionadas con el uso del apésito Tegaderm®. En
general se obtuvo un mayor porcentaje de aislamientos microbiold-
gicos en los hemocultivos y cultivos de la superficie interna del gru-
po control (30% vs 11,25%; p 0,546), fundamentalmente en los caté-
teres de mas de 7 dias de permanencia (31% vs 4,5% p 0,639), sin
alcanzar significacion estadistica, mayoritariamente Staphylococcus
coagulasa negativo y Enterococcus. Los cultivos de las puntas de los
catéteres venosos centrales incluidos en el estudio fueron negativos
en todos los pacientes. En catéteres de menos de 7 dias de perma-
nencia, se observé tendencia a presentar menor cantidad de biofilm
sobre la superficie exoluminal en el grupo de casos, sin alcanzar sig-
nificacion estadistica (16,7% vs 66,6%; p 0,223).

Conclusiones: Nuestros resultados muestran beneficios con la utili-
zacion del apésito Tegaderm® sobre el punto de insercién de los CVC
temporales en pacientes criticos. El grupo de casos present6 un
menor nimero de hemocultivos positivos y una tendencia a la reduc-
cién de la formacién de biofilm sobre la superficie exoluminal de la
punta en los primeros 7 dias de permanencia. El pequefio tamafio
muestral pudo impedir la obtencién de conclusiones estadisticamen-
te significativas.
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Anexo 1

Proyecto de investigacion: “ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE FRENTE A VIRUS EN
NEUMONIA GRAVE”

CONSENTIMIENTO INFORMADO ESCRITO

Yo (hombre y apellidos)

He recibido suficiente informacion sobre el estudio y la he comprendido, por lo que presto

libremente mi conformidad para participar en el estudio.

BN, a de de
Fdo.: Fdo.:
El paciente o representante legal El médico responsable del paciente

195



Inmunopatogenia de la neumonia virica

Anexo 2

Patient Case Report Form

Demographic details

Sex: Male [ Female [
Age: __(yrs)
Body Weight: __ kg1l
Height: _cm]

Chronic Co-morbidities/Conditions

Diabetes (Type | or Il) YesJ NolO Valvular Heart Disease Yes[l No []

Ischemic Heart Disease  Yes[] No[] Bronchopulmonary Yes[] No []

/ Angina Dysplasia

Congenital Heart Yes[] No [l Asthma Yes] No []

Disease

Arrhythmia Yes[] Noll Other Chronic Lung Yes[] No []
Disease

COPD Yes[] Noll Cerebrovascular Disease Yes[] No []

Smoker (ever) Yes [l Noll Other Neurological Yes[] No []
Disease

Hypertension Yes[] Noll Hematologic Yes[l No []
Malignancy

Peripheral Vascular Yes[] No [l Cirrhosis of the Liver Yes] No []

Disease

Metastatic Solid Cancer Yes ] No [ Cerebral Palsy / Yes[] No []
Development Delay

Gastrointestinal Disease Yes[] No[J Spina Bifida/spinal Yes[] No []
paralysis

Seizure Disorder Yes[] Noll Systemic Autoimmune Yes[] No []
Disease

Scoliosis Yes[! No[] Immunosuppression Yes[] No []

Renal Insufficiency Yes[] No [l Steroids Yes] No []

(>1.5 norm)

Dialysis dependence Yes[] NolJ Chemotherapy Yes [l No[]

Post-partum (<1 Yes[] No [l Alchohol abuse Yes] No []

month)

Congestive Heart Yes[] No [l IV drug abuse Yes] No []

Failure

Obesity Yes[] NolJ Other Co-morbidities Yes ] No []
(specify)

Time Course and Qutcomes




Date of onset of initial symptoms /. /_ (mm/dd/yr)
Hospital admission date _/_/_ (mm/dd/yr)
ICU admission date (=day 1) /. /_ (mm/dd/yr)
Invasive mechanical ventilation in hospital? Yes [J No [
Non-invasive mechanical ventilation in Yes[] NolJ

hospital?

Date any ventilation initiated

_/_/_(mm/dd/yr)

Date final extubation (i.e. not re-intubated _//_  (mm/dd/yr)
and not receiving non-invasive ventilation

within 48h post)

Date of live ICU discharge (if applicable) _//_ (mm/dd/yr)
Date of live hospital discharge (if applicable) | / /  (mm/dd/yr)
Date of Death (if applicable) /. /_ (mm/dd/yr)

Cause of death (if applicable) Primary respiratory [  Non-

respiratory  [J

Specify Cause
Treatments (at any time ICU)

dose (mg/day) Date
Treatment (mm/dd/yr)
Oseltamivir (Tamiflu) Start: __ / /  Stop:_ /|

Yes] Nor (Start.__ / +  Stop:__ / |

Start: __ / /  Stop:_ /|

All IV antibiotics Start: __ / /  Stop:__ /|
Corticosteroids Yes(] Noll Start:_/ /  Stop:_/ [/
Specify: Dose:_mg/day
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Microbiology
Organism Specimen Date
(mm/dd/yr)

Positive blood culture (specify organism I Y
any point in admission)
Exclude coag negative staph and other I [
skin contaminants
Positive respiratory culture (specify I S —

organism at any point in admission)

All measurements at the first 24 hours after ICU admission

Date:

/]
(mm/dd/yr)

FiO2

(0.21-1.0)

Pao, mmHg [

kPa [

Chest X-ray (no. quadrants/uni
e.g. 1U

lat-bilateral)

Creatinine level (] umol/L

AST/SGOT

ALT/SGPT

White Blood Cell Count

Leucocytes

% Total

Neutrophils

% Total

Lymphocytes

% Total

APACHE:
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