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INTRODUCCION

Infecciones asociadas a la Ventilacion Mecanica:

Aungue la ventilacibn mecénica es una intervencion que salva vidas de manera potencial,
también estd asociada con importantes riesgos y complicaciones como son las infecciones del
tracto respiratorio inferior, dentro de las cuales se incluyen la neumonia asociada a ventilacion
mecéanica (NAV) y la traqueobronquitis asociada a ventilacion mecénica (TAV) [1].

El diagnostico de la infeccién del tracto respiratorio inferior asociada a la ventilacién
mecanica se basa en la presencia de al menos dos de los siguientes criterios: temperatura
corporal de mas de 38,5°C o menos de 36,5°C, contaje leucocitario de mas de 12.000 células
por uL, aspirados endotraqueales purulentos (ETA). Ademas, todos los episodios de infeccion
han de tener un cultivo microbiol6gico positivo en el ETA de al menos 10° unidades formadoras
de colonia (CFU) por mL, o con un lavado broncoalveolar de al menos 10* CFU por mL incluido
en el andlisis final [1].

La TAV es una complicacion infecciosa frecuente y de relevancia clinica en pacientes con
ventilacion mecanica durante mas de 48 horas, con una incidencia similar a la NAV. La TAV se
define como la presencia de los criterios anteriormente mencionados més la ausencia de
nuevos infiltrados pulmonares o progresion de los mismos en las radiografias de térax. Aunque
se la asocia con una menor mortalidad que la NAV, los supervivientes que han tenido
tragueobronquitis han requerido de una duracién de la estancia en la UCI y un mantenimiento
de la ventilacibn mecénica similares. Casi todos los pacientes con traqueobronquitis recibieron
antibioticos. Mientras que la ausencia de tratamiento antibiético se relaciona con un mayor
riesgo de desarrollar neumonia, un tratamiento antibidtico adecuado esta asociado a una
reduccién de la progresion a neumonia [1].

La NAV se define como la presencia de los criterios anteriormente mencionados mas la
presencia de nuevos infiltrados pulmonares o progresion de los mismos [1]. Es la principal
infeccién adquirida en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). Segun datos del Estudio
Nacional de Vigilancia de Infeccion Nosocomial (ENVIN) las tasas de la NAV a nivel nacional se
han mantenido en torno a 15 episodios por 1000 dias de VM entre los afios 2000-2008 y de
unos 6 en el afio 2014 (http://hws.vhebron.net/envin-helics/) [2]. La media nacional en EEUU
entre los afios 2006 y 2008 (National Healthcare Safety Networt (NHSN) fue de 3,7 episodios
por 1.000 dias de ventilaciébn mecénica [3]. Nuestros datos confirman que sélo el 8,7% de los
enfermos han adquirido una o mas infecciones nosocomiales intra-UCI (5,05% si se
contabilizan las infecciones controladas en el ENVIN). Durante el afio 2014 los antibiéticos
empleados para el tratamiento de infeccién intra-UCI ha sido el 18,4 % de todas las
indicaciones, la menor proporcion de todos los afios [2].

El diagnéstico de NAV se ha relacionado con un incremento de la estancia en UCIl y en el
hospital, con un alargamiento de la duracién de la VM, con un aumento de la mortalidad bruta y
con una mortalidad atribuida de hasta el 30% (existen trabajos que encuentran una mortalidad
2,03 veces mayor en lo pacientes con NAV) [4] [5].El efecto sobre el gasto sanitario (derivado
en su mayor parte por la prolongacion de la ventilacibn mecéanica y la estancia) se ha calculado
en 10.019 euros adicionales por cada episodio [5]. Por todo ello, su prevencion es uno de los
objetivos més investigados en los Ultimos afios. En la literatura médica se acumulan numerosos
estudios que han analizado diferentes medidas para prevenir esta infeccion y que estudian la
eficacia de la aplicacion de paquetes de medidas preventivas. Sin embargo, a pesar de la
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correcta aplicacion de estas intervenciones hasta el momento no ha sido posible erradicar
totalmente la NAV [6].

Mayor relevancia aun tiene la dificultad en el seguimiento y cumplimiento de varias de las
medidas preventivas de NAV [7]. La aplicaciéon de algunas intervenciones supone un aumento
considerable de la carga de trabajo de la enfermeria de la UCI, otras medidas conllevan un
coste econémico que impiden su uso de forma generalizada [8]. En este contexto, la
identificacion de aquellos pacientes en situaciébn de mayor riesgo o susceptibilidad para el
desarrollo de NAV podria permitir un uso mas racionalizado de los recursos en cuanto a
prevencion de la NAV.

Una vez establecida la NAV, el uso precoz y certero del tratamiento antibiético es el pilar
fundamental para lograr una buena evolucion del enfermo [9]. Sin embargo, existen pacientes
en los cuales a pesar de tener un tratamiento antibiético correcto presentan una mala evolucion
[10]. La identificacién de factores intrinsecos relacionados con la respuesta inmune podrian
explicar la falta de respuesta al tratamiento [11] y mejorar el prondstico y gestion de recursos
de dichos sujetos

A pesar de que la NAV se asocia con una mayor morbilidad y duraciéon de la ventilacion
mecanica en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), se ha propuesto que la traqueobronquitis
es un estadio intermedio entre la colonizacion del tracto respiratorio inferior y la neumonia, con
efectos inciertos en el desenlace clinico.

Existen al menos 4 razones para sugerir un continuo entre la NAV y la TAV [12].

-Primero, los altos indices de NAV en los pacientes con TAV en comparacion con aquéllos
gue no tienen TAV.

-Segundo, los hallazgos histoldégicos en estudios en animales y humanos postmortem
muestran claramente la coexistencia de estas dos infecciones y las describen como
bronconeumonia.

-Tercero, el SOFA elevado, los altos niveles de CPIS y PCT y la mortalidad en NAV
comparada con pacientes con TAV sugiere que la TAV podria ser un precursor de la NAV.

-Cuarto, la propia fisiopatologia de la NAV también apoya esta hipoétesis.

Otros datos sugieren que la TAV podria ser una entidad diferente de la nheumonia, que
contribuye independientemente a un aumento de la estancia en la UCI y una mayor duracién de
la ventilacion mecéanica [1].

Tracheobronchial
colonization

Figura 1: Progresién de la colonizacion traqueobronquial a TAV y NAV [12]
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La respuesta inmune en infecciones respiratorias del paciente
critico.

El tracto respiratorio constituye la segunda mayor superficie mucosa después del tracto
gastrointestinal, y sus caracteristicas varian en funcion de su localizaciéon: en el tracto
respiratorio superior se encuentra el tejido linfoide asociado a nariz (NALT) y laringe (LALT),
gue presenta unas caracteristicas diferenciales con la mucosa del TRI donde encontramos el
tejido linfoide asociado a los bronquios (BALT). Las diferencias radican fundamentalmente en
gue la parte superior esta en contacto directo con la flora comensal de la cavidad orofaringea, y
sin embargo, el tracto inferior es estéril [13] [14].

La infeccion pulmonar bacteriana ocurre habitualmente tras la inhalacién o aspiracién de
bacterias que han conseguido superar los mecanismos de proteccion de la via aérea tales
como la tos o el aclaramiento mucociliar, permitiendo la invasiéon bacteriana de la via
respiratoria inferior.
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Figura 2: Esquema de la respuesta inmune a las infecciones respiratorias

La primera barrera de defensa inmune lo constituye la presencia de IgA en las secreciones
broncoalveolares que evita la adherencia de la bacteria al epitelio por neutralizacion. La
presencia de productos bacterianos genera un estado proinflamatorio a nivel pulmonar que
activa la respuesta inmune innata con la actuacion de a y B-defensinas (péptidos con accion
antimicrobiana), catelicidinas (funcién quimioatrayente), o surfactante pulmonar (opsonizacion),
todos ellos productos presentes en la mucosa respiratoria, que promueven junto con el sistema
fagocitico la resolucion de la infeccion.
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A su vez, las células presentadoras de antigeno captan y procesan el antigeno para migrar
a organos linfoides secundarios donde se produce la activacion de las células T, y la posterior
colaboracion con células B para desencadenar una respuesta inmune adaptativa de tipo
humoral. A continuacién, los anticuerpos junto con las células B y T activadas son
recircularizadas hasta alcanzar la cavidad pulmonar donde finalmente, se produce la
eliminacion efectiva del patdogeno con ayuda de las citocinas y factores quimiotacticos
liberados. La presencia de IgG1, IgG3 e IgM en el area de infeccién permite la activacion del
complemento y la posterior lisis bacteriana (Figura 2).

Existe una evidencia incipiente de que los pacientes criticos y supuestamente
inmunocompetentes pueden tener una alteracion en su respuesta inmune que les ocasionaria
una mayor susceptibilidad al desarrollo de infecciones nosocomiales.

Entre los posibles mecanismos que afectan al funcionamiento del sistema inmune se ha
detectado una redistribucion y secuestro de células del sistema inmune a tejidos infectados o
que han sufrido traumatismos, una disminucion de la concentraciéon de inmunoglobulinas y
elementos de serie roja y blanca, secundaria a una elevada reposicion de volumen y su
consiguiente hemodilucion, el efecto inmunosupresor de las trasfusiones sanguineas y la
administracion de farmacos con efecto sobre el sistema inmune.

Por otra parte, no debemos dejar de considerar que el paciente critico con frecuencia sufre
enfermedades cronicas que llevan asociados defectos inmunitarios: EPOC, diabetes,
insuficiencia cardiaca congestiva, asma, etc. [15] [16] [17] [18].

Otro aspecto de especial relevancia es el efecto de la ventilacibn mecéanica. Se sabe que la
intubacion genera un ambiente inflamatorio que afecta a fenomenos esenciales de la respuesta
inmune como son la presentacion de antigeno y funcién del linfocito T. Estudios animales
muestran como la aplicacion de un primer insulto inflamatorio no infeccioso provoca una
alteracion de la respuesta inmune ante la aparicion de una neumonia, bien en forma de una
excesiva respuesta (con un aumento del nimero de neutréfilos alveolares y un marcado
aumento de citoquinas proinflamatorias) o bien en forma de una respuesta deficitaria (con un
contaje de neutrofilos alveolares y cifras de citoquinas inferiores con respecto a controles). En
ambos casos se demuestra una disminucién de la capacidad de eliminar bacterias del pulmén
(18] [19]

Por tanto, parece que el evento que motiva el ingreso del paciente critico en la UCl y el uso
de medidas terapéuticas (por otra parte imprescindibles desde un punto de vista vital) supone
un desequilibrio temporal del sistema inmune confiriendo al huésped una mayor susceptibilidad
al desarrollo de infecciones nosocomiales.

Estudio de los perfiles de expresion génica en sangre periférica.

Desde el descubrimiento y caracterizacion del genoma humano, han surgido nuevas vias
de investigacién sobre el analisis global del material genético.

El analisis de expresion génica mediante tecnologias de alto rendimiento como los
microarrays se ha convertido en una herramienta muy utilizada para crear una imagen global
de las funciones celulares que acontecen en una enfermedad en base al estudio de la
expresion y activacion de miles de genes simultaneamente
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En concreto, el estudio de los perfiles de expresion génica en sangre periférica ha
demostrado ser una forma util de entender los procesos patolégicos que ocurren en los
distintos érganos y sistemas. Es por ello que existen numerosos estudios que utilizan este tipo
de aproximaciones para la busqueda de marcadores moleculares asociados a diferentes
enfermedades (cancer, enfermedades autoinmunes, etc.) [20] [21][22] [23] .

En el caso de la enfermedades infecciosas, el conocimiento de las rutas celulares y las
interacciones patdgeno-huésped que tienen lugar un proceso infeccioso es crucial para
entender la patogénesis de estas enfermedades [24] [25].

Cuando se produce una infeccion, las células blancas migran al foco de agresién donde las
células dendriticas reconocen los antigenos del patégeno implicado (Figura 3). Desde alli, las
células presentadoras de antigeno migran a los nddulos linfoides regionales donde se produce
la presentacion antigénica a los linfocitos. Estos linfocitos activados salen al sistema linfatico
por los vasos linfaticos eferentes y, posteriormente, por el conducto toracico llegan a la
circulacién sanguinea (Figura 3).

Esta re-circulacién de las células blancas -desde el sitio de infeccion a la circulacion
sanguinea- es lo que hace pensar que el estudio del transcriptoma en sangre periférica puede
ser Util para conocer los eventos inmunopatogénicos que acontecen en el 6rgano afectado.
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Figura 3: Re-circulacién de células blancas.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Con todo lo mencionado hasta ahora, este trabajo parte de la hipétesis de que existen
perfiles de expresion génica relacionados con el sistema inmunolégico, que caracterizan a los
pacientes que desarrollan infecciones respiratorias asociadas a la ventilacion mecéanica (NAV y
TAV).

En base a esta hip6tesis nos marcamos los siguientes objetivos:

1. Estudiar los perfiles de expresion génica de la NAV y la TAV.

2. Identificar la huella molecular caracteristica de la infeccion respiratoria asociada
a la ventilacién mecanica.

3. Estudiar las alteraciones inmunoldgicas a nivel molecular que caracterizan a la
infeccion respiratoria asociada a la ventilacién mecanica.

Pagina 6



Trabajo de Fin de Master 2015-2016 Marta Martin Fernandez

MATERIALES Y METODOS

Diseiio del estudio

Se trata de un estudio prospectivo, observacional y multicéntrico en el que se recogieron
datos demograficos, clinicos, analiticos y muestras biolégicas de tres grupos diferentes de
pacientes.

Se recluté una cohorte de 67 pacientes que requirieron ventilacion mecéanica invasiva
durante su estancia en la UCI desde el afio 2013 al 2015, de acuerdo a los siguientes criterios:

Criterios de inclusion: ventilacion mecanica mas de 48 horas.

Criterios de exclusién: desarrollar una infeccion en las primeras 48-72 horas desde el inicio
de la ventilacion, no firmar el consentimiento informado, ser menor de edad.

De estos 67 pacientes, 23 desarrollaron una NAV, 27 una TAV y 17 pacientes nunca se
infectaron (CMV). Ademas, se reclutaron 15 controles sanos, de edad y sexo similar para la
posterior normalizacién de los datos.

DISENO DEL ESTUDIO

Monitorizar a los pacientes desde su ingreso en la UCI.
Reclutar al paciente en el momento en el que éste desarrolle
NAV o TAV.

INFECCION RESPIRATORIA ASOCIADA A VM: Infeccién
sospechada o documentada microbiol6gicamente que cumpla

los siguientes criterios:
- Temperatura (>38,5°<36,5°C)

- Leucocitos (>12.000 6 <4.000)
- Aspirados endotraqueales purulentos (ETA) con cultivo [ TOMA DE MUESTRAS:

) < h EN EL MOMENTO DE
positivo (10> CFU por mL) o lavado broncoalveolar (10* CFU DIAGNOSTICO DE LA
por mL)

INFECCION
NAV: criterios + progresion o nuevos infiltrados pulmonares
TAV: criterios + no progresiéon o nuevos infiltrados pulmonares

A

CONTROLES DE VENTILACION
Ingreso UCI MECANICA (CMV): pacientes intubados que
no desarrollan una infeccién asociada a la
ventilacién mecénica.

TOMA DE MUESTRAS:
EN EL DIA 7 SIN

DESARROLLO DE INFECCION

Figura 4: Disefio del estudio
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Tabla 1: Procedencia de los pacientes incluidos en el estudio

Hospital de procedencia Servicio Tipo de N° Pacientes incluidos
paciente en el estudio

Hospital Universitario La Fe Servicio de Cuidados NAV 8

(Valencia) Intensivos TAV 5

Hospital Son Llatzer (Palma Servicio de Cuidados NAV 4

de Mallorca) Intensivos TAV 3

Hospital Parc Tauli (Sabadell) | Servicio de Cuidados NAV 5

Intensivos TAV 6

Hospital Clinico Universitario | Servicio de Cuidados NAV 4

(Valladolid) Intensivos TAV 13

CMV 17

Hospital Universitario Rio Servicio de Cuidados NAV 2
Hortega (Valladolid) Intensivos

Parametros clinicos y muestras recogidas

A todos los pacientes que desarrollaron una NAV o TAV se les recogié una muestra de
sangre en un tubo PaxGene en el momento del diagnéstico de la infeccién. El tiempo
aproximado para realizar una infeccion asociada a la ventilacibn mecanica se calculd en torno a
unos 7 dias, por lo que para eliminar el factor de confusién que pudiera suponer el tiempo de
ventilacidon mecanica, los tubos PaxGene del grupo de pacientes CMV se recogieron en torno a
ese dia.

Los tubos PAXgene contienen un aditivo que estabiliza el perfil de transcripcion génica in
vivo reduciendo la degradacién del ARN in vitro y eliminando la induccién de la expresion
génica. Este tubo se mantuvo en posicion vertical a temperatura ambiente un tiempo minimo de
2 horas antes de su congelacién para asegurar la lisis completa de las células. La temperatura
de almacenamiento fue de -80°C.

En paralelo a la recogida de muestras biologicas se recogieron variables clinicas,
demogréficas y analiticas de los pacientes incluidos en este estudio.

Analisis estadistico de las variables clinicas.

El andlisis estadistico de los datos clinicos se llevé a cabo utilizando el programa Microsoft
Excel y la version 20.0 del programa SPSS para Windows. El nivel de significacion estadistica
se fij6 en 0,05.

Dado que la poblacién de estudio no presentaba una distribuciéon normal, segin el test
Shapiro-Wilk, se utilizaron pruebas no paramétricas para el analisis estadistico de los datos.
Para comprobar si existian diferencias significativas de las variables cuantitativas se utilizé el
test de Mann-Whitney. Para estudiar las diferencias en la distribucion de las variables
cualitativas se utilizo el test estadistico Chi-Cuadrado.
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Técnicas de laboratorio
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Figura 5: Flujo de trabajo en el andlisis de RNA.

BioCanTA

Extraccion de ARN mensajero

La extraccién de ARN total se realiz6 a partir de los tubos PAXgene empleando el equipo
“PAXgene blood RNA kit”. El fundamento de este kit se basa en la adsorcion y desorcion de los
acidos nucleicos en presencia de sales. En condiciones normales, los 4cidos nucleicos estan
recubiertos de una capa hidratante de moléculas de agua que mantienen su solubilidad en
soluciones acuosas. Con la adicién de sales a los acidos nucleicos, se destruye esta ordenada
estructura de moléculas de agua de la capa hidratante, por lo que las sales crean un entorno
hidrofébico alrededor de los &cidos nucleicos. Bajo estas condiciones hidrofébicas, al pasar los
acidos nucleicos a través de una columna con membrana de silice, los acidos nucleicos se
unen perfectamente a ella, mientras que las proteinas, metabolitos y otros contaminantes no se
uneny, por lo tanto, son eliminados de la muestra durante los pasos de lavado.

Para eliminar el ADN de la muestra y obtener Unicamente ARN purificado se afiade DNasa
a la muestra. Posteriormente, el ARN se eluye de la membrana de silice mediante tampones de
elucién con baja concentracion en sales (ligeramente alcalinos) que permiten recuperar la capa
hidratante de los &cidos nucleicos, produciendo asi la liberacién del ARN. Con este proceso de
purificacién, se obtiene ARN altamente purificado y listo para usar en procesos posteriores.
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Procedimiento
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Figura 6: Procedimiento de extraccion de ARNm

Evaluacion de la calidad y cantidad del ARNm

Evaluacién de la calidad: Las reacciones de amplificacibn de ARN pueden variar
considerablemente en funcion de la integridad y la pureza del ARN de partida. Para evaluar
estos parametros en el ARN obtenido, se realizdé una electroforesis automatizada utilizando el

Bioanalizador Experion de BioRad (California, EE.UU.).

Esta plataforma realiza todos los pasos de la electroforesis en uno: separacién de bandas,
tincién y deteccidén de las bandas generadas y lectura y toma de imagen. En este caso, se
evalud la integridad estudiando las bandas de ARNr 28s y 18s. Para considerar que un ARN
estd intacto, la banda del ARNr 28s debe ser aproximadamente el doble de intensa que la
banda de ARNr 18s. Esta proporcion 2:1 (28s:18s) es un buen indicador de calidad. Por el
contrario, el ARN parcialmente degradado tendrd un aspecto manchado, sin bandas fuertes, o
sin guardar la proporcion 2:1. EI ARN que se encuentre totalmente degradado aparecera como

una mancha de muy bajo peso molecular.
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Figura 7: Resultado de la electroforesis
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Ademas de las bandas, el bionalizador Experion proporciona un valor de pureza definido
como RQI. Cuanto més proximo a 10 sea este valor, mas puro serd el ARN, considerdndose
como buenos los valores comprendidos entre 7 y 10, aceptables entre 4 y 6 e inaceptables
entre 1y 3.

Cuantificacién de concentracion: Para obtener resultados reproducibles y comparables en
los andlisis de expresion génica, es necesario utilizar una cantidad fija de ARN en todos los
experimentos. Si se adapta un cantidad de ARN fijo y un tiempo de reaccion de amplificado y
marcaje concreto, se conseguira la cantidad de ARNc necesaria para el experimento. Para
cuantificar el ARN obtenido tras la extraccion también se utilizé el bioanalizador Experion,
(BioRad, California, EE.UU.) La concentracién de ARN de partida recomendada para obtener
una cantidad 6ptima de ARNc (500 ng a 2 g) es 65 y 200 ng/ul, siendo 100 ng/ul la
concentracion recomendada para los estudios de microarrays.

Procedimiento:

Las muestras de RNA y el “ladder” se desnaturalizaron mediante su incubacion durante 2’
a 70°C. Inmediatamente después, las muestras se enfriaron durante 5 minutos. Se genero el
gel-stain (GS) y se limpiaron los electrodos del aparato segun las recomendaciones del
fabricante. Los chips utilizados fueron RNA StdSens Chip (Biorad). Cada chip se introdujo en la
estacion de cebado (Priming Station) donde se afiadieron las soluciones tampén, el gel y las
muestras (12 por cada chip). Una vez cebado el chip y dispensadas las muestras, se trasladé a
la estacidn de electroforesis donde tuvo lugar la misma y la adquisicion de los resultados.

Microarrays de expresion génica

Una vez evaluada la calidad y concentracion de las muestras, se procedié a la hibridacion
de los microarrays de transcriptoma completo. Se trata de una técnica compleja con mdultiples
pasos que se detallan a continuacién (Figura 8)
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r

T7 RNA Polymerase
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3 c c—uvuww—[3F 5 FRN_R

Oligo Microarrays

Figura 8: Fases de la hibridacion de los microarrays de transcriptoma completo
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Procedimiento:

Preparacion de las muestras y generacion de ADN copia (ADNc). Antes de comenzar
con las muestras se prepararon los "Spikes" (controles internos). Se realizaron tres diluciones
de la mezcla de controles internos con el buffer de dilucion

Se mezclaron 0,5 uL de muestra con 2 uL de la dltima dilucién de los controles internos y
1,8 pL de la mezcla de reaccion que contenia los primers y H,O libre de RNAsas. Esta mezcla
se incub6 10’ a 65°C. Transcurridos este tiempo, las muestras se mantuvieron en hielo durante
5. Durante este proceso se prepard el resto de mezcla de reacciébn como se detalla en la
siguiente tabla.

- Componentes ~ VolumenpL
5x First Strand Buffer 2
0,1 MDTT 1
10 mM dNTP Mix 0,5
Affinity Script RNAse 1,2
Block Mix
Volumen total 4,7

Las muestras, junto con los primers y el agua se afiadieron a la mezcla generada y se
hibridaron durante 2 horas a 40°C y 15’ a 70°C para generar el ADNc. Finalizado el proceso, el
ADNCc se mantuvo en hielo 5’.

Amplificacion y marcaje. Se preparo la mezcla de reaccion para la amplificacién, marcaje
y generacion del “ARNCc sintetizado”. Para ello se utilizé el kit Quick Amp Labeling de Agilent (p
/ n 5190-0442). Se afiadi6 la mezcla al ADNc previamente generado y se mantuvo 2 horas a
40°C.

H20 libre de RAsas 0,75
5x Transcription 3,2
Buffer

0,1 MDTT 0,6
NTP Mix 1
T7 RNA Polimerase 0,21
Blend

Cyanine 3 CTP 0,24
Volumen Total 6

Purificacion del ARNc. Una vez generado el ARNc marcado con la Cianina se procedio a
su purificacibn mediante la utilizacion del kit Rneasy MiniKit (Quiagen) siguiendo las
indicaciones del fabricante. El rendimiento recomendado para la hibridacion de microarrays
debe ser 1,65 y la actividad especifica 6, segln las especificaciones de la casa comercial.

Hibridacién. Tras realizar el marcaje y purificacién del ARNc, se procedié a hibridar las
muestras con los microarrays de expresion génica de humano [Human GE 4x44K v2 Microarray
Kit (Agilent p/n G4846A)] de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Previamente, las
muestras se incubaron 30’ a 60°C en oscuridad con una mezcla de buffer de fragmentacion y
bloqueo.
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ARNCc-Cy3 Volumen necesario
para 1,65 ng de
muestra
H20 libre de RNAsas Volumen para
completar
10X Blocking Agilent 11
Buffer
25X Fragmentation 2,2
Buffer
Volumen Total 55

Transcurrida la incubacion, se afiadieron 55 pL de buffer de hibridacion (2x GEx
hydridization buffer HI-RPM) y se procedi6 a su incubacién con los microarrays.

La forma de cargar las muestras sobre los microarrays es un paso clave para una buena
hibridacion. En este experimento el formato de los microarrays fue 4x lo que significa que sobre
un portaobjetos de cristal (“slide”) encontramos 4 microarrays. Se cargaron 100 yL de cada
muestra en un cubre de cristal evitando formar burbujas. Posteriormente, se colocé el slide
sobre el cubre y este sdndwich se transfiri6 a una camara de acero necesaria para sellar el
cubre con el slide. Las camaras se introdujeron en el rotor del horno hibridador donde se
mantuvieron 17 horas a 65°C y 10 rpm.

Tras la incubacion se procedi6 a los lavados de los slides para eliminar restos de
fluorescencia con los buffer 1 y 2 proporcionados por el fabricante. Para ello, los slides se
sacaron de las camaras de acero y se sumergieron en una bafiera con el buffer 1 separando el
cubre del slide. Inmediatamente después, se introdujeron en una nueva bafiera que contenia la
solucion tampon 1, manteniéndolos en agitacion durante 30 segundos. Por Ultimo, los slides se
transfirieron a una nueva bafiera que contenia la solucion tampén 2 a 37°C donde se lavaron
durante 1’ en agitacién. Finalmente se secaron cuidadosamente y cada uno de los slides se
introdujo en un soporte especial para su escaneado.

Escaneado, procesado de la imagen y generacién de resultados. Los microarrays se
escanearon en la plataforma Agilent G2565BA. Para la extraccion de los datos se utilizé el
programa "Feature Extraction 10.7.1.1" de la misma casa comercial. El protocolo utilizado para
la extraccién de los datos fue GE1-107_sep09.

Control de calidad de la técnica. Tras el escaneado, el programa "Feature Extraction",
ademas de generar los datos de expresién génica de cada una de las muestras, también aporta
un documento pdf con informacién concerniente a la calidad de la técnica. Se evaluaron uno a
uno los ficheros de calidad de cada microarray valorando parametros como la sefial neta del
microarray, la distribucion de la sefial media en cada columna y fila del microarray, el ruido de
fondo, la reproductibilidad (mediante el porcentaje de variacibn de sondas control que se
encuentran duplicadas en todo el microarray) y la curva de los controles internos (spikes).
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Analisis de perfiles de expresion génica
El andlisis de datos se llevo a cabo mediante el uso del software GeneSpring GX 12.0. Los
datos originales se limpiaron y se normalizaron siguiendo tres pasos:

1. Seresto la intensidad de fondo a cada una de las sondas del array.

2.  Los valores de intensidad de sefal de cada sonda se transformaron. Para ello, se
realiz6 la normalizacion con el percentil 75 del valor de intensidad de todo el array,
seguido de la transformacion logaritmica de los datos.

3. Finalmente, se realiz6 una transformacion basal utilizando la mediana de los
niveles de expresion de los 15 controles sanos reclutados.

Tras realizar el pre-procesamiento de las muestras, se evalué la calidad de los datos
mediante un andlisis de componentes principales (PCA), comprobando que ninguna muestra
de ningln grupo se dispersara de las demas.

Una vez comprobada la calidad de las muestras, se realizaron diferentes filtros de los
genes a comparar. Unicamente se analizaron aquellos genes cuyas sondas se hubieran
detectado en al menos el 75% de las muestras de un grupo, eliminando también aquellos
genes cuyos valores de expresion fueran muy bajos (entre -1 y 1). Se gener6 una lista final de
genes en base a la cual se realizaron las comparaciones estadisticas.

Se compararon los niveles de expresion génica entre el grupo de pacientes con NAV y el
grupo de pacientes con TAV. Ademas, se compard el grupo de pacientes con infeccion
asociada a la ventilacion mecanica (NAV + TAV) y el grupo de controles con ventilacion
mecanica (CMV). Ambas comparaciones se realizaron mediante el test estadistico Mann-
Whitney (GeneSpring GX 12.0). El nivel de significacion se fijé en p <0,05, aplicando un test de
correccion de pruebas multiples (Benjamini-Hochberg-FDR). Ademas, se aplicé un filtro para
seleccionar aquellos genes cuyos niveles de expresion en el grupo de pacientes infectados
variaban al menos 1.5 veces con respecto a los niveles de expresiéon del grupo control de
pacientes no infectados (“fold change” = 1,5).

Identificacion de los genes relacionados con el sistema inmune

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune en estos pacientes, se analizé la lista de
genes procedente del analisis bioinfomatico realizado con GeneSpring GX 12.0 mediante el
software bioinformatico REACTOME. Esta plataforma es capaz de identificar qué genes estan
relacionados con diferentes funciones del organismo, entre ellas las del sistema inmune. Asi,
se identificaron los genes expresados diferencialmente involucrados en la respuesta inmune
innata, adaptativa y sefalizacion de citoquinas.

Analisis de rutas intracelulares

Una vez realizadas las comparaciones e identificados los genes relacionados con el
sistema inmune, se realiz6 un analisis de las rutas de sefializacién intracelular en las que estos
genes estaban implicados. Para ello, se utilizd6 el programa bioinformatico DAVID,
seleccionando la base de datos KEGG. Mediante el mismo, se analizaron las listas de genes y
se identificaron las rutas candnicas diferencialmente expresadas (p < 0.05). Este método
calcula el valor de significacién de una ruta teniendo en cuenta el nimero de genes que estan
diferencialmente expresados en el andlisis y que participan en la ruta, y el nimero total de
genes que se conoce previamente que intervienen en esa ruta de sefalizacion. Ademas de
identificar las rutas diferencialmente expresadas, KEGG se utilizé para representar estas rutas
y estudiar el papel de cada uno de los genes dentro de la via.
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Caracteristicas demograficas, clinicas y analiticas de la

poblacion:

Las caracteristicas de los pacientes incluidos en este estudio se muestran en la siguiente

tabla:

Tabla 2: Descriptivos

Valor p Valor p Valor p
(NAV vs (NAV vs (TAV vs
NAV TAV CMV TAV) CMmV) CMV)
Demografico
Edad [afios; mediana, (Rango
intercuartil)] 55 (22) 58 (19) 68 (27) n.s. n.s. n.s.
Sexo [% hombres] 69,57 74,07 58,87 n.s. n.s. n.s.
Comorbilidades [%]
Diabetes 26,08 11,11 29,41 n.s. n.s. n.s.
HTA 0 14,81 29,41 n.s. 0,005 n.s.
EPOC 26,09 7,41 11,76 n.s. n.s. n.s.
Fallo hepatico 4,35 3,70 17,75 n.s. n.s. n.s.
Fallo renal 0 3,70 0 n.s. n.s. n.s.
Fallo cardiaco 17,39 11,11 5,88 n.s. n.s. n.s.
Inmunosupresién 8,70 3,70 0 n.s. n.s. n.s.
Neoplasias 0 3,70 0 n.s. n.s. n.s.
Ingreso/Evolucion
Motivo de ingreso [%)]
Médico 78,3 59,3 76,5 n.s. n.s. n.s.
Quirdrgico 8,7 14,8 5,9 n.s. n.s. n.s.
Traumatismo 13 25,9 17,6 n.s. n.s. n.s.
Tiempo de Hospitalizacion [dias;
mediana, (Rango intercuartil)] 35,5(41) | 49 (51) 28 (55) n.s. n.s. n.s.
Tiempo de ingreso en UCI [dias;
mediana, (Rango intercuartil)] 24 (36) 17 (16) 17 (14) 0,050 0,014 n.s.
Tiempo de ventilacion mecanica
[dias; mediana, (Rango
intercuartil)] 20 (22) 14 (13) 12 (5) 0,022 0,007 n.s.
APACHE en las primeras 24 horas
[mediana, (Rango intercuartil)] 20(17) 18 (9) 21(12) n.s. n.s. n.s.
Mortalidad [n exitus] 7 4 4 n.s. n.s. n.s.
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Valor p Valor p Valor p
(NAV vs (NAV vs (TAV vs

NAV TAV CMV TAV) CMV) CcMV)
Diagnéstico
Temperatura [2C; mediana,
(Rango intercuartil)] 38 (0) 38 (0) 37,5(1) n.s. <0.1 0,050
Secreciones purulentas [%] 95,7 77,8 5,9 <01 <0,001 < 0,001
Infiltrados pulmonares [n (%)] 23(100) | 5(18,52) | 2(11,76) | <0,001 <0,001 n.s.
CPIS 6 (1) 4(3) 3(2) <0,001 | <0,001 n.s.
SOFA 6 (5) 5(3) 4 (5) n.s. n.s. n.s.

Variables analiticas [mediana, (Rango intercuartil)]

11600,00 | 11890,00 | 11110,00

Leucocitos (cells/pL) (5640,00) | (3500,00) | (4510,00) n.s. n.s. n.s.
1120,00 | 1259,52 | 1653,19

Linfocitos (cells/uL) (612,30) | (839,20) | (838,69) n.s. n.s. n.s.
8622,90 | 10170,00 | 9032,43

Neutrdfilos (cells/pL) (4624,04) | (3563,58) | (4473,67) n.s. n.s. n.s.
23,20 12,94 29,94

Basdfilos (cells/pL) (30,00) (23,52) (29,90) n.s. n.s. 0,034
154,60 67,90

PCR (mg/L) (199,36) | (172,60) n.d n.s. n.d n.d
0,385 0,300

PCT (ng/mL) (2,20) (0.340) n.d n.s. n.d n.d

Creatinina (mg/dL) 1,00(0) | 1,00(0) | 1,00 (0) n.s. n.s. n.s.

Como se observa en la tabla, los grupos de pacientes presentaron edades y sexo
similares, ademas de las mismas comorbilidades a excepcion de la hipertensién, algo mas
frecuente en los controles de ventilacion mecanica.

En cuanto al tiempo de hospitalizacion, no se observaron diferencias. Sin embargo los
pacientes con NAV permanecian mas tiempo ingresados en la UCI y requirieron mas tiempo de
ventilacion mecanica.

Los pacientes con NAV tenian niveles significativamente mas elevados del indice clinico de
infeccién pulmonar (CPIS) con respecto a las traqueobronquitis y a los pacientes control.,
ademas de presentar mayor frecuencia de secreciones purulentas e infiltrados pulmonares.

En cuanto a la microbiologia, ninguno de los pacientes control presenté un cultivo positivo,
frente a un 60,87 % de los pacientes con NAV y un 69,57 % de los pacientes con TAV. Dentro
de los pacientes con NAV con cultivo positivo un 57,14% de las bacterias aisladas fueron gram
negativas, un 35,71 % gram positivas y un 7,14 % mixtas. En el caso de las TAV, el 56,25 %
de las bacterias identificadas fueron gram negativas, el 31,25 % fueron gram positivas,
identificAndose bacterias de ambos tipos en un 12,50 % de estos pacientes.

La diversidad de bacterias identificadas en los cultivos de ambos tipos de pacientes se
representa en la siguiente figura. Los microorganimos mas prevalentes fueron los bacilos gram
negativos, aunque el microorganismo individual mas frecuente en ambos casos fue
Staphylococcus aureus sensible a meticilina.
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NAV TAV
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meticilin sensible
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M Otros gram positivos M Otros gram positivos

Figura 9: Diversidad bacteriana en la infeccion asociada a la ventilacion mecanica.

Evaluacion de los perfiles de expresion génica especificos de la
NAV y la TAV:

Cuando se compararon los niveles de expresion génica entre los pacientes que
desarrollaron una NAV vy los pacientes que desarrollaron TAV, no se encontraron diferencias
significativas. Esta falta de diferencias se puede observar cuando se representan los niveles de
expresion de todos los genes estudiados en un analisis de componentes principales, viéndose
como los pacientes no son capaces de agruparse en funcion de la expresion global de su
transcriptoma.
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Q@ ; .
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Figura 10: Analisis de Componentes Principales.
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Evaluacion de los perfiles de expresion génica caracteristicos de
las infecciones asociadas a la ventilacion mecanica:

Para identificar la huella de expresién génica que caracteriza a las infecciones
asociadas a la ventilacion mecénica, y dado que no se encontraron diferencias entre las NAV y
las TAV, estos dos grupos de pacientes se fusionaron en un uno y se compararon con el grupo
de pacientes control.

Tras realizar un test de Mann-Whitney, aplicando un test de correccién de pruebas
multiples (Benjamini-Hochberg-FDR) y fijando un “fold change” de 1.5, se identificaron 1073
genes diferencialmente expresados entre ambos grupos, 819 de los cuales estaban sobre-
expresados en el grupo de pacientes con infectados respecto a los controles de ventilacion
mecanica y 254 genes reprimidos (Figura 11).

En el andlisis de cluster se pudo observar como los genes se agrupaban en funcién de
sus niveles de expresion, (por un lado los genes sobreexpresados y por otro los genes
reprimidos) y ademas se observé el comportamiento de los genes respecto a los controles
sanos.

Figura 11: Cluster de los niveles de expresidn génica de los 1073 genes en los grupos de pacientes.

Estudio de las alteraciones inmunolégicas a nivel molecular de
las infecciones asociadas a la ventilacion mecanica:

Con el fin de identificar los genes relacionados con el sistema inmune, la lista de genes
diferencialmente expresados se analizé en el software REACTOME. Este programa fue capaz
de seleccionar 82 genes relacionados con la respuesta inmune innata, adaptativa y con la
sefializacion de citoquinas. 18 de estos genes mostraban niveles de expresion menores en el
grupo de los pacientes infectados, mientras que 65 genes estaban sobre-expresados.
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Figura 12: Cluster de los 82 genes relacionados con el sistema inmune en los grupos de pacientes.
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Analisis de rutas intracelulares

Una vez identificados qué genes del sistema inmune se encontraban alterados, el estudio
se centr6 en identificar las rutas intracelulares en las que éstos intervenian. Para ello, se
analizé la lista de los 82 genes con el software bioinformatico DAVID, en base a la informacién
almacenada en KEGG. DAVID identific6 como primera ruta de sefializacion alterada la ruta

“Intestinal immune network for IgA production”.

Tabla 3: Ruta de sefializacidn intracelular mds significativa segun DAVID.

Marta Martin Fernandez

Ruta

N2 Genes
detectados

%

PValor

Genes

Intestinal

for IgA
production

immune network

1,98

Simbolo

FC

Descripcion

ICOS

1,60

Homo sapiens inducible T-
cell co-stimulator

<0,001 Ot

1,53

inducible T-cell co-
stimulator ligand

HLA-DOA

1,74

Homo sapiens major
histocompatibility
complex, class Il, DO alph

CD40L

1,81

Homo sapiens CD40 ligand

ITGA4

1,65

Homo sapiens integrin,
alpha 4 (antigen CD49D,
alpha 4 subunit of VLA-4
receptor)
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DISCUSION

Todavia se desconoce si la NAV y la TAV son dos entidades distintas o si la
traqueobronquitis es un estadio intermedio entre la colonizacion del tracto respiratorio inferior y
la neumonia. Ademas, seguimos sin saber por qué algunos pacientes intubados no sufren
infecciones mientras que otros presentan estas complicaciones. Para avanzar en el
conocimiento de la fisiopatologia de las infecciones respiratorias asociadas a la ventilacion
mecanica, la integracion de la informacion clinica con la informacién de los genes o rutas de
sefializacion intracelular que se activan o reprimen en respuesta a la infeccién puede ser de
gran ayuda.

El andlisis de expresion génica por microarrays, permite obtener una gran cantidad de
informacion de forma simultdnea sobre la respuesta inmune del huésped y las rutas de
sefializacion intracelular que se alteran tras la infecciéon. Esta aproximacion se ha utilizado para
estudiar otras infecciones como la sepsis post quirdrgica [26] o infecciones respiratorias como
las causadas por el SARS [27] o la gripe [28], entre otras muchas patologias. Estas
herramientas de andlisis masivo, ademas de ser Uutiles para entender los procesos
fisiopatologicos de determinadas enfermedades, permiten identificar nuevos biomarcadores
gue posteriormente pueden ser analizados por otras técnicas mas sencillas para su utilizacion
en la practica clinica.

En este estudio se integré la informacion clinica de los pacientes que desarrollaron una
infeccién asociada a la ventilacibn mecanica con la informacion génica, utilizando microarrays
de transcriptoma humano completo sobre ARNm de células de sangre periférica.

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, la NAV y la TAV son dos patologias
muy dificiles de distinguir clinicamente. Es por ello que el primer objetivo de este estudio fue
estudiar si la neumonia asociada a la ventilacion mecanica era diferente, desde el punto de
vista molecular, a la traqueobronquitis. Sin embargo, tras el analisis bioinformatico, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos de pacientes. Este resultado
concuerda con la ausencia de diferencias significativas en la mayoria de las caracteristicas
clinicas estudiadas. Ni la edad, ni el sexo, ni la presencia de comorbilidades se relacion6é con
desarrollar una neumonia o traqueobronquitis tras la intubacion de los pacientes. Tampoco se
encontraron diferencias en la gravedad de los pacientes al ingreso (APACHE II), ni en el indice
de fallo de 6rgano en el momento del diagnéstico (indice SOFA).

A pesar de que la NAV se asocia con una mayor morbilidad y duracién de la ventilacién
mecanica en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCIl) [29], se ha propuesto que la
tragueobronquitis es un estadio intermedio entre la colonizacion del tracto respiratorio inferior y
la neumonia [12].

En este estudio, aunque no existieron diferencias en el tiempo de hospitalizacion ni en la
mortalidad, posiblemente debido a que ambos grupos de pacientes ingresaron por otros
motivos independientes al desarrollo de la infeccion (traumatismos, complicaciones
guirdrgicas...), los pacientes que desarrollaron una NAV si permanecieron mas tiempo
ingresados en la UCI y presentaron un mayor tiempo de ventilaciobn mecéanica. Ademas los
pacientes con NAV tenian niveles significativamente mas elevados del indice clinico de
infeccion pulmonar (CPIS) con respecto a las traqueobronquitis y a los pacientes control y una
mayor frecuencia de secreciones purulentas e infiltrados pulmonares. Todos estos datos
concuerdan con lo descrito en la literatura hasta el momento. [12].
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Estos resultados, unidos a la ausencia de diferencias significativas en los niveles de
expresion génica podria reforzar la idea que la NAV y la TAV son la misma entidad pero en
diferentes estadios, tratdndose de un continuo de la enfermedad a lo largo del tiempo. Sin
embargo, seria necesario disponer de un mayor tamafio muestral para poder corroborar estos
hallazgos e identificar diferencias mas pequefas entre ambas patologias.

El segundo objetivo de este estudio fue identificar las huellas moleculares de la infeccion
asociada a la ventilaciobn mecéanica. Actualmente, el diagnéstico de NAV y TAV, al igual que en
otras patologias, supone un reto para los clinicos. Debido a que no existe un gold standard
para la deteccion precoz de la infeccién, se han propuesto algunos biomarcadores como la
PCR y la PCT. Sin embargo, estas moléculas presentan una gran sensibilidad pero una baja
especificidad, ya que, pueden verse elevadas en multitud de patologias infecciosas y no
infecciosas (pancreatitis, isquemia, traumatismos, quemaduras [30]. Por todo esto, la
combinacion de biomarcadores es una buena estrategia para mejorar la sensibilidad vy
especificidad de los mismos a la hora de detectar la infeccion.

En este trabajo se identificaron 1073 genes diferencialmente expresados entre los
pacientes controles y los pacientes que desarrollaron una infeccion asociada a ventilacién
mecanica. La validacion de estos genes mediante otras técnicas mas rapidas y sencillas podria
dar lugar a la identificacion de nuevos biomarcadores que permitiesen mejorar el diagnéstico de
las infecciones asociadas a la ventilacion mecanica. Actualmente, en el laboratorio de
Investigacién Médica en Infeccion e Inmunidad estamos seleccionando algunos de estos genes
y cuantificando sus niveles de expresion por PCR digital, una técnica que permite cuantificar de
forma absoluta y sin necesidad de curva patrdn los niveles de expresion génica, con el fin de
analizar su sensibilidad y especificidad para diagnosticar la infeccion asociada a la ventilacion
mecanica.

Por dltimo, como tercer objetivo de este trabajo se planteé estudiar las alteraciones
inmunoldgicas a nivel molecular que caracterizaron a los pacientes que desarrollaron una
infeccidén asociada a la ventilacién mecanica, realizando un estudio de los genes implicados en
la respuesta inmune.

Como se ha mencionado a lo largo de la introduccidn, existe una evidencia incipiente de
gue los pacientes criticos pueden tener una alteracibn en su respuesta inmune que les
ocasionaria una mayor susceptibilidad al desarrollo de infecciones nosocomiales. Cada vez
mas, se piensa que el paciente critico, y en concreto, el paciente intubado, puede presentar un
estado de inmunodepresién, el cual podria favorecer que ciertos pacientes desarrollen una
infeccién asociada a la ventilacion mecanica. Estas alteraciones en el sistema inmune pueden
manifestarse a través de una alteracién de la expresién génica [31].

A excepcidon de los escasos datos referentes a la utilizacibn de biomarcadores de
inflamacién para el diagnéstico y pronéstico de las infecciones asociadas a la ventilacion
mecanica [32], casi no existen estudios que evallen la presencia de defectos en la respuesta
inmune del paciente critico y su efecto en la evolucién de la infeccion asociada a la ventilacion
mecanica.

Mediante REACTOME se seleccionaron 82 moléculas de la lista total de genes
diferencialmente expresados que participaban en la respuesta inmune innata, adaptativa y
sefializacion de citoquinas. El analisis de rutas de sefalizacion intracelular, mediante el
programa bioinformético DAVID, identific6 como la ruta de sefalizacion mas significativa la ruta
denominada “Intestinal immune network for IgA production”. Los genes que participaban en
esta ruta presentaban niveles de expresidn mas bajos en los pacientes infectados. En concreto,
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los genes que codifican HLA-DOA, ICOS, ICOSL y CD40L estaban deprimidos. Todas estas
moléculas estan implicadas en la sinapsis inmunolégica.

El gen HLA-DOA es el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) de clase Il DO alfa.
Esta implicado en la modulacién de la ruta de presentacion de antigenos a través de las
moléculas HLA de clase Il, por la interaccion con HLA-DMB [32]. Se sabe que en el desarrollo
de la neumonia nosocomial, ademas de la modificacion de la microbiota orofaringea por el uso
prolongado de antibiéticos, se produce una inmunosupresion temporal que se manifiesta por
una disminucion de la expresion de algunos marcadores de superficie celulares como MHC de
clase Il (HLA-DR) en monocitos y macréfagos alveolares [33]

La molécula ICOS es un receptor de células T, que mejora todas las respuestas basicas de
las células T a un antigeno extrafio (la proliferacion, secrecion de linfocinas, sobre-regulacion
de las moléculas que median la interaccion célula-célula, y una ayuda eficaz para la secrecion
de anticuerpos por las células B). Es esencial tanto para una interaccion eficiente entre las
células T y las células B, como para respuestas normales de anticuerpos a antigenos
dependientes de células T. No regula la produccién de IL- 2, pero superinduce la sintesis de IL-
10. Previene la apoptosis de las células T previamente activadas y juega un papel fundamental
en el “switching” de isotipos de inmunoglobulinas mediado por CD40 [34]

El gen ICOSL es un ligando del receptor especifico de células T ICOS. Actia como sefial
coestimuladora para la proliferacion de células T y la secrecidon de citoquinas. Induce la
proliferacion de células B y su diferenciacién a células plasmaticas. Podria jugar también un
papel importante en la mediacion de respuestas locales en condiciones inflamatorias, asi como
en la modulacion de la respuesta inmune secundaria por coestimulacion de células T memoria
[35]

La molécula CD40L se expresa en la superficie de células T. Regula la funcién de las
células B mediante su interaccion con CD40 presente en estas células, y media su proliferacion
en ausencia de coestimulos asi como la produccion de IgE en presencia de IL-4. Esta
involucrada en el “switching” de inmunoglobulinas [36].

La baja expresion de estos genes en los pacientes infectados, podria indicar la existencia
de un defecto en la sinapsis inmunologica a nivel sistémico, necesaria para una correcta
presentacion de antigeno y, en definitiva, una correcta respuesta adaptativa. Este proceso es
clave para evitar la progresién de la infeccién y la eliminacién de los microorganismos [37].

Estos resultados apoyarian la idea de que los pacientes criticos que desarrollan una NAV o
una TAV tienen un cierto grado de inmunosupresion y explicaria que estos pacientes se
infecten mientras que otros pacientes intubados no. Sera necesario estudiar cuales fueron los
motivos por los cuales estos pacientes presentaron ese perfil y realizar estudios funcionales en
modelos animales para aclarar qué papel tienen estas alteraciones en la desarrollo de la
infeccién asociada a la ventilacion mecanica. En todo caso, los perfiles de expresidon génica
diferencial descritos en este trabajo podrian utilizarse clinicamente como huellas moleculares
de infeccion asociada a la ventilacion mecanica.
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CONCLUSIONES

Se identificé una huella molecular caracteristica de la infeccién asociada a la ventilacion
mecanica, basada en la alteracién de los niveles de expresion génica de 1073 genes. El futuro
estudio de dichos genes podria ser (til para identificar biomarcadores de infeccion.

Los pacientes que desarrollaron una infeccibn asociada a la ventilacibn mecéanica
mostraron alteraciones en los niveles de expresion génica de 82 genes implicados en la
respuesta inmune.

Estas alteraciones se caracterizaron principalmente por la depresion de genes
relacionados con la sinapsis inmunolégica (HLA de clase Il, ICOS, ICOSL y CD40L) en los
pacientes que desarrollaron una neumonia o una traqueobronquitis asociada a la ventilacién
mecanica.

Este estudio demuestra que la transcriptomica es una herramienta Util para identificar
posibles marcadores de infeccion asociada a la ventilacion mecanica.
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