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1.1-.SEPSIS A TRAVES DE LA HISTORIA

La palabra sepsis tiene origen griego [omyic] Yy Se usaba para

designar la descomposicién de material organico vegetal o animal (1).

Antes de comenzar, hay que tener en cuenta que la sepsis se da como
resultado de diversas infecciones que nada tienen que ver desde el punto de
vista etiologico. Desde tiempos remotos existia gran interés por averiguar
la causa de las infecciones que diezmaban de forma importante la
poblacion. Las primeras teorias atribuian a demonios y espiritus malignos,

la autoria de las grandes epidemias (2).

El primer escrito que hace referencia a la sepsis data del 1600 a.C.,
es un papiro encontrado en Luxor en el 1862, copia de otro anterior datado
en el 3000 a.C. y es considerado el tratado quirtrgico méas antiguo (3). En
esta época, la sepsis se vinculaba mayoritariamente a heridas de tipo
traumatico. En el papiro de Ebers (datado en el 1400 a.C.), se detallan
distintos métodos encaminados a que la infeccidon no progrese, como el uso
de miel o grasa, asi como la extraccion de pus de las heridas (2). Hoy en
dia se ha constatado que los remedios egipcios disminuyen la carga

bacteriana de S. Aureus y E.Colli.

Estos conocimientos fueron adoptados por los médicos griegos que
se formaron en Egipto, como Herdfilo (335 a.C.-280 a.C.) o Erasiato (340
a.C.-250 a.C.). El concepto de sepsis se generalizd, tanto es asi que
Homero hace referencia a él, en el poema XXIV de la Iliada (4). Los
griegos eran conscientes de la magnitud de este proceso, que podia
conllevar compromiso sistémico: ”Una Unica lesion, con aflujo de humor,
hace que todo el cuerpo presente fiebre y el individuo pueda llegar a morir
“(5-6). Hipocrates (460-377 a.de C) propuso la teoria de que el ser humano

estd formado por cuatro humores fundamentales, que representaban los
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cuatro elementos (aire, agua, fuego y tierra). La salud del individuo
dependia del equilibrio entre ellos (eucrasia) (7). Observé que cuando se
extraia sangre de un individuo con fiebre, ésta era mas oscura de lo normal
(8). Lo que hoy en dia sabemos que se produce debido a un aumento de la
velocidad de sedimentacion y de los reactantes de fase aguda, conllevando
una disminucion de la saturacion (9-11). Para los médicos Hipocraticos la
supuracién podia ser beneficiosa o dafiina. Esto se explica a traves dos
conceptos: “sepsis” que equivaldria a putrefaccién (proceso dafiino) y
“pepsis” (que se equipararia a maduracion, fermentacion (proceso
beneficioso, parte de la evolucion natural de la curacion de una herida).
Dependiendo de las caracteristicas y procedencia de la supuracion, se
trataba de un proceso séptico o péptico y el prondstico cambiaba. Era signo
ominoso la ausencia total de pus, por todo esto, eran conservadores en sus
métodos de curacion. En este contexto se inicio la asepsia y comenzaron a

usar el vino y el agua hervida para lavar las heridas (5, 12).

Figural. Hipocrates.

El imperio romano recibié mucha de la sabiduria griega, usaron las
mismas teorias y remedios, afiadiendo alguno nuevo como el nitrato de
plata (2). Galeno (131-200 a. C.) introdujo el concepto ”Pus bonum et
laudabile”(13-14). Lo que significaba que la formacion de pus era
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beneficioso y que lo deseable era que las heridas cerraran por segunda
intencidn, esta idea estimuld la cauterizacion de heridas, asi, se hacian
hervir  los instrumentos usados para atender las lesiones de los

gladiadores.

Figura 2. Galeno.

Tras el auge de la medicina romana, fueron los arabes los que
recogieron el testigo, Ibn Sina, conocido como Avicena (980-1037),
observé que la septicemia se acompafiaba de fiebre. Durante la Edad
Media, se retomo la teoria de que de la enfermedad se debia a fuerzas
oscuras y la curacion a lo sagrado, por lo que no hubo grandes avances en
lo referente a infeccion. El tratamiento de la sepsis fue relegado a
barberos/cirujanos en hospicios y campos de batalla (15), en este periodo el
objetivo era Unicamente hacer hemostasia en las heridas provocadas por

espadas y flechas.

Ambroise Paré (1509-1590), ya en el Renacimiento, decidid poner
fin a la cauterizacion indiscriminada. Durante una cruenta batalla, en la que
él era el cirujano, el aceite que hervia para cauterizar las heridas se agotd y
tuvo que improvisar usando turpentina y aceite de rosas. Observo que la
evolucion de los soldados que habian sido tratados con la turpentina y
aceite de rosas era més favorable (16).
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Figura 3.”Ambroise Paré treating wounded soldiers”

En esta época tan belicosa, las técnicas quirdrgicas avanzaron en
gran medida asi como la observacion de los diferentes cuadros que
sobrevenian a las heridas. En las primeras horas tras el trauma, el paciente
podia morir bien por un sangrado masivo, bien por un shock que no se
acompafiaba de sangrado. Al principio atribuian ese shock a causas
neurologicas, ya que el paciente perdia el conocimiento. Hoy en dia se sabe
que ese shock es secundario a una inflamacion muy intensa, que tiene
repercusion sistémica y que puede causar disfuncion multiorganica, aun en
ausencia de infeccion (17). Hoy dia, esta respuesta inflamatoria continta
siendo un problema, no sélo por el compromiso sistémico sino porque

predispone a la infeccion (18-19).

De forma simultanea pero en ltalia, Fracastoro (1478-1553) publico
“De Contagione et Contagiosis Morbis et Eorum Curatione”, que describe
lo que conocemos hoy como contagio. Aunque actualmente se le ha

otorgado a su trabajo la relevancia que tiene, en su época no tuvo gran
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repercusion, fundamentalmente porque no podia demostrarse la etiologia

del contagio.

HISTORY OF MEDICINE SERIES ‘
ISSUED UNDER THE AUSPICES OF THE
LIBRARY OF THE NEW YORK ACADEMY OF MEDICINE
No. IT

\ HIERONYMI
FRACASTORII
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‘ ET EORUM CURATIONE, LIBRI 111
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BY
WILMER CAVE WRIGHT, PHD.
PROFESSOR OF GREEK IN BRYN MAWR COLLEGE

BRYN MAWR COL

NEW YORK * LONDON

G. P. PUTNAM'S SONS
The Buickerbocker Press
a0

Figura 4.Traduccion de 1930.

En 1752 John Pringle (1740-1780) introdujo el término anti-séptico
y defendio la teoria del contagio animado como responsable de las
infecciones nosocomiales. Lo que hay que tener en cuenta en este periodo
histdrico, es el hecho de que aunque ya existian publicaciones cientificas,
éstas no tenian la difusion suficiente, por lo que de forma casi simultanea,

en diferentes lugares, se abordaban los mismos temas.

Hasta el siglo XIX, la amputacién era la medida que se tomaba
cuando el resto de tratamientos habian fracasado (20), pero Dominic Jean
Larrey (1766-1842), cirujano de Napoleon Bonaparte, propuso la
amputacion como primera opcion terapéutica. El confiaba en disminuir la
mortalidad en el campo de batalla, evitar la sepsis y el shock post-
traumatico y parece que lo consiguid, ya que sus tasas de supervivencia
llegaron al 75%. Durante el mismo periodo el cirujano britanico George

James Guthrie (1785-1856), cirujano de Wellington, describi6 los sintomas
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del shock séptico en soldados que participaron en la batalla de Waterloo
(15).

En Austria, el obstetra Ignaz Semmelweis (1818-1865), infirid que
realizar las autopsias sin guantes y a continuacién atender los partos, daba
como resultado la sepsis puerperal, por lo que implanté el lavado de manos,
disminuyendo de forma notable la mortalidad por dicha causa (16% a <3%)
(21-23).

Figura 5. Ignaz Semmelweis.

Pasteur (1822-1895), sin conocer el trabajo de Semmelweis aislé el
estreptococo (24), en sus trabajos comenzé a plantear la posibilidad de que
los contagios se dieran a través de los microorganismos, pero no fue hasta
la difusion del microscopio cuando se pudo constatar. Uno de los
principales ayudantes de Virchow, Edwin Klebs (1834-1913), reviso un
gran numero de muestras procedentes de autopsias y encontr6 bacterias en
casi todas ellas. A pesar de que no fue capaz de distinguir diferentes tipos,

fue el primer cientifico que atribuyd a éstas la etiologia de la sepsis (25).
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Figura 6. Microscopio 1750.

Alexander Ogston (1844-1929), que usé los métodos de Koch
establecid de forma inequivoca la relacion entre estafilococo, estreptococo
y sepsis (25). En 1914 Hugo Schottmuller sent6 las bases para la actual
definicién de sepsis, afirmando que la presencia de infeccién era parte
fundamental de este cuadro clinico. Décadas después Lewis Thomas
popularizé la idea de que era la propia respuesta del organismo la que

estaba involucrada en dicho cuadro (26).

Figura 7. Hugo Schottmdiller
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El descubrimiento fortuito de la penicilina por parte de Fleming en el

1929, revoluciono la forma de tratar las infecciones y le propicié el premio
nobel en 1945 (27).

Figura 8. Alexander Fleming

En el siglo XX, la difusién mundial de la literatura médica, hace que
expertos de diferentes paises se hagan eco de la relevancia de la sepsis y la
disparidad de criterios existentes. Con el fin de unificarlos, se realiza una
conferencia de consenso en Agosto de 1991, quedando definidos y

estandarizados distintos términos (28).

En la actualidad seguimos intentando profundizar en la fisiopatologia
de la sepsis, ya que esta entidad tiene gran repercusion, afecta a millones de
personas en todo el mundo (29) y es la principal causa de mortalidad en las
unidades de cuidados criticos (28, 30). Asimismo, su tratamiento conlleva
un gasto sanitario muy importante (31-33), por ello, es objeto de estudio su
fisiopatologia (34-35). Cuanto mayor sea el conocimiento de los
mecanismos que la desencadenan, mas efectivos podran ser los
tratamientos. Hasta la fecha, las clasificaciones existentes se han centrado

en la clinica y en marcadores bioquimicos, aunque las nuevas
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investigaciones van encaminadas a la tipificacion de estos enfermos, ya que
se ha comprobado que el sistema inmune de los pacientes mas graves
reacciona de forma diferente a la agresion que supone el patdgeno (36-37).
Asi, en la ultima conferencia de consenso se introdujo el sistema PIRO
(predisposition, insult , response, organ dysfunction), en el que se
contempla que existen factores premdrbidos que hacen a determinados

pacientes responder de forma inadecuada a la infeccion (38).
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1.2-INMUNIDAD INNATA Y ADAPTATIVA

El cuerpo humano tiene diversas maneras de protegerse a si mismo.
Algunas son simplemente barreras fisicas como la capa de queratina que
cubre la piel, otras son sustancias bioguimicas que protegen frente a una
amplia variedad de microorganismos, como las lagrimas que contienen

lisozimas, capaces de debilitar la pared bacteriana.

La finalidad del sistema inmune es identificar y eliminar células
patdgenas, ademas envia sefiales enddgenas de alarma. Estas sefiales no
solo se envian en respuesta a la infeccion sino tambien al estrés, trauma o
muerte celular no fisioldgica como la necrosis (39). Para llevar a cabo su
funcion, se vale de dos mecanismos bien diferenciados: la inmunidad

innata y la adaptativa.

Inmunidad innata: sus componentes no requieren tiempo de latencia
para iniciar acciones defensivas. Carece de especificidad y memoria. Es
una respuesta estereotipada, independiente del antigeno y no aumenta su

eficacia tras sucesivas exposiciones (40).

-Esta constituida por barreras epiteliales, la inmunidad celular y

humoral.

-Los elementos que integran la inmunidad celular son los linfocitos
NK (Natural Killer) y los fagocitos (monocitos, macréfagos y

polimorfonucleares).

-La inmunidad innata humoral la componen el sistema de
complemento, lisozimas e interferones. EI complemento son una serie de
proteinas que median una cascada de reacciones enzimaticas que conducen

a la lisis del agente invasor.
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Inmunidad adaptativa: se caracteriza porque tiene tiempo de latencia,
tiene mecanismos de reconocimiento del patdgeno muy especificos y posee
memoria. Los responsables de llevar a cabo este tipo de respuesta son los
linfocitos. Cuando el patdogeno entra en el organismo la inmunidad
adaptativa lo reconoce, durante la latencia linfocitos especificos amplifican
su numero y tras este periodo se da la respuesta efectora. Se crean
anticuerpos especificos, tiene lugar una actividad citolitica y se liberan
factores que activan células fagociticas. Durante este proceso se adquiere la

memoria inmunitaria (41).

Las células que llevan a cabo este tipo de respuesta son los linfocitos
B y T. Ambos tipos celulares poseen en su membrana receptores capaces
de reconocer el antigeno de una forma especifica. Los linfocitos B son los
principales encargados de la produccion de anticuerpos o inmunoglobulinas

(1g). Existen 5 tipos de Igs denominadas isotipos: IgG, M, A,Dy E.

Los linfocitos T tienen un receptor de membrana de estructura
similar a las inmunoglobulinas, conocido como receptor de la célula T
(TCR). Mediante ese receptor los linfocitos T son capaces de identificar el
antigeno de forma especifica. A diferencia de los linfocitos B, los linfocitos
T necesitan que el antigeno sufra una serie de modificaciones antes de que

lo puedan reconocer.

Existen dos tipos fundamentales de linfocitos T: los citoliticos (Tc)
que son portadores de la molécula CD8 en su membrana y los cooperadores
(helper, Th) que expresan CD 4. Los linfocitos Tc lisan células que
presenten péptidos extrafios en su membrana, por ejemplo los virus. Los

linfocitos Th, como su propio nombre indica ayudan a los Tc.
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1.3-.INFLAMACION

Se puede definir la inflamacién como la respuesta no especifica
inicial ante la lesion tisular producida por un estimulo mecanico, quimico
0 microbiano. Es una respuesta rapida humoral y celular, muy amplificada

pero controlada, en la cual se ponen en marcha multiples estirpes celulares.

El endotelio vascular tiene un papel fundamental en la respuesta del
huesped frente a la agresion. En condiciones normales, las células
endoteliales son una superficie relativamente inerte que regula el paso de
sustancias desde el espacio intravascular al extravascular (42); mantiene el
balance entre mecanismos procoagulantes y anticoagulantes, regula la
adhesion y la migracion de los leucocitos (neutrofilos), participa en la
regulacion del tono y crecimiento vascular y produce citocinas u otras
moléculas de sefiales paracrinas (43). En respuesta a sefiales inflamatorias,
como citocinas, lipopolisacaridos, productos de activacion del
complemento (C5a), hipoxia o radicales libres, las células endoteliales

pasan a un estado de activacion.

Muchas funciones homeostaticas de la vasculatura se mantienen por
la sefial de los nucleotidos ciclicos intracelulares. La cascada beta
adreneérgica consiste en un evento mediado por receptor, que transmite una
sefial dentro de la célula por a traves de la activacion de los intermediarios
de la proteina G y por la adenilciclasa, formando el segundo mensajero
(AMP ciclico, AMP,). Este, actuando a través de una protein-quinasa,
puede fosforilar proteinas en la célula, modificando su funcion. EI AMP, es
degradado a adenosin monofosfato (AMP) por la accién de una de las
diferentes fosfodiesterasas dentro de la célula. En condiciones de estres
oxidativo hay un aumento de la actividad de la fosfodiesterasa I, Il y 1V,
con lo que rapidamente disminuyen los niveles de AMP, intracelular. El 3"-
5"guanosin monofosfato 0 GMP ciclico (GMP,) es otro segundo mensajero
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que comparte propiedades con el AMP.. La guanilato ciclasa se activa para

formar GMP. al unirse al 6xido nitrico (NO) o al mondxido de carbono

(CO),

dos importantes gases bioldgicos con propiedades para mantener la

homeostasis vascular.

Bajo condiciones hipdxicas o de isquemia, estas vias se alteran. Un

descenso en el AMP, intracelular y/o un descenso en los niveles de NO

conducen a un descenso del GMP.. Este descenso de los niveles de los

nucledtidos ciclicos afecta a muchas propiedades del endotelio hipdxico. Se

altera la funcion de barrera, con lo que se produce (44):

a)

b)

aumento de la permeabilidad capilar. Debido a la retraccion de las
celulas endoteliales y al desarrollo de poros transcitoplasmaticos en
dichas células, asi como por efecto directo del dafio causado por un
trauma o por productos tdxicos liberados por los leucocitos. Esta
respuesta ocurre primeramente en las vénulas postcapilares, como
consecuencia se da un flujo de liquido rico en proteinas desde el
espacio vascular al intersticial. De esta forma los mediadores
solubles como anticuerpos llegan al lugar del dafio, este aumento de
permeabilidad estd mediado por leucotrienos, factor activador
plaquetario (FAP) e histamina (28). Todo esto provoca acumulo de
liquido en el interior de los tejidos y por tanto edema.

induccion de moléculas procoagulantes. Tiene como finalidad que
los capilares se trombosen y que la posible agresion no pueda
avanzar por el torrente sanguineo. El mecanismo de produccion es
complejo y multifactorial. Se inicia con la exposicion de colageno y
factor tisular en el endotelio lesionado, se suprime la expresion de
trombomodulina y se produce la exocitosis de cuerpos de Weibel-
Palade, que contienen factor von Willebrand (favorece la adhesion

de las plaquetas al endotelio). Simultaneamente hay una disminucion
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de los niveles de NO y supresion del sistema fibrinolitico por parte
de los fagocitos mononucleares.

c) quimiotaxis. Ademas de los macrdfagos, otras estirpes celulares
secretan citocinas y éstas a su vez atraen neutrofilos y monocitos al
lugar de la agresion. Se activan leucocitos y plaquetas, con lo que se
liberan proteasas y radicales libres.

d) expresion moléculas de adhesion. Proliferan tanto en la superficie del
endotelio como en los leucocitos que han sido atraidos al lugar de la
agresion. A través de moléculas llamadas integrinas, se conforma
una union estrecha entre ambos elementos. De esta forma, los
leucocitos se fijan en el lugar dafiado del endotelio. Las integrinas se
expresan como resultado de la sintesis de multiples citocinas como
TNF-o.

e) sintesis de citocinas. Se liberan citocinas y se expresan proteinas en
la superficie del endotelio que favorecen reacciones inflamatorias y
fenomenos trombdticos. Aunque esta respuesta es destructiva,
normalmente es bien tolerada a nivel local.

f) alteracion del tono vasomotor, incremento del didmetro vascular,
aumento del flujo sanguineo. Todas estas modificaciones tienen la
finalidad de facilitar la llegada de los leucocitos y mediadores
solubles al lugar de la agresion. Las células endoteliales y los
leucocitos activan la enzima sintetasa del oOxido nitrico. Las
prostaglandinas son producidas por la enzima ciclooxigenasa sobre
el acido araquidonico proveniente de las membranas celulares (45).
El 6xido nitrico y las prostaglandinas son los responsables de la

vasodilatacion, cuya expresion clinica es el calor y el rubor.

El proceso de esta activacion ocurre en dos fases: en la fase

inmediata, los productos de degradacion del complemento inician una
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respuesta rapida y corta de adhesion de los neutréfilos al endotelio. La fase
tardia requiere varias horas para desarrollar nuevas proteinas, como E-
selectina, moléculas de adhesion intercelulares (ICAM), que son moléculas
de adhesion del neutrofilo al endotelio, e interleucina 8 (IL-8), que son

expresadas por la célula endotelial en respuesta a citocinas .
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1.4-.SIRS Y SISTEMA INMUNE

La invasion del organismo por patdgenos desencadena una respuesta
inflamatoria localizada, es wuna respuesta fisioldgica protectora,
adecuadamente controlada y limitada por el organismo al lugar de la lesion.
Cuando el sistema inmune falla, las bacterias o sus productos, las
endotoxinas, alcanzan la circulacion sistémica y una gran variedad de
mediadores inflamatorios se ponen en marcha.

El Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) (46) (Tabla
1) es la respuesta normal del organismo a distintos tipos de agresion, ya sea

aséptica, como una intervencion quirdrgica o infecciosa.

Tabla 1.Criterios de SIRS (46)

SIRS = Dos 0 mas criterios de los siguientes:
-Temperatura < 36 0 > 38°C.
-Frecuencia Cardiaca > 90 Ipm. (47)
-Frecuencia Respiratoria > 20 rpm. 6 PaCO2 < 32 mmHg.
-Recuento leucocitario > 12.000 mm3 ¢ < 4.000 mm3 6 > 10% de

cayados.

Cuando esta respuesta inicial (SIRS) es desmedida, la funcién de
distintos organos puede verse comprometida (47). Se ha constatado en
diferentes estudios que el perfil inmunoldgico de los pacientes que
desarrollan sepsis grave, son diferentes de los que Unicamente desarrollan
SIRS (48-51).

Las citocinas son importantes mediadores del sistema inmune.
Cuando se desencadena el SIRS como respuesta a una agresion se
sintetizan gran namero de citocinas proinflamatorias. A veces tantas, que
acaba siendo mas perjudicial la produccion excesiva de éstas, que el insulto

primario. Este proceso ha llevado a acufiar término “ tormenta de citocinas
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“ (49, 52-53), que alude a esta respuesta incontrolada. Se desencadena un
circulo vicioso , los linfocitos producen citocinas, éstas a su vez envian
sefiales para que las células del sistema inmune acudan al lugar de la
agresion y de nuevo éstas producen mas citocinas (54). El organismo
comienza una reaccion inflamatoria, que es capaz de autoamplificarse de
forma indefinida. Esta “tormenta de citocinas” es la responsable de la
disfuncién organica y de aumentar la susceptibilidad para padecer sepsis
(55).

Roger Bone (56) propuso tres estadios:

ESTADIO I: en respuesta a una agresion se pone en marcha un
mecanismo local con mediadores destinados a la reparacion del dafio y
reclutamiento de células del sistema inmune.

ESTADIO II: se liberan a la circulacion pequefias cantidades de
citocinas que amplifican la respuesta local, se reclutan macrdéfagos y
plagquetas. En esta etapa se presentan los signos clinicos y de laboratorio
que ponen de manifiesto la activacion de la cascada inflamatoria. Se puede
presentar fiebre, la hipofisis segrega hormonas relacionadas con el estrés y
el higado sintetiza reactantes de fase aguda. Esta situacion se detiene
cuando se produce la reparacion tisular y se restaura la homeostasis. Tipico
ejemplo de lo que sucede en el postoperatorio.

ESTADIO IlI: si la homeostasis no se reestablece comienza una
respuesta sistémica masiva. La liberacion de citocinas se convierte en
perjudicial y los mediadores inflamatorios activan multiples sistemas que
desembocan en la pérdida de integridad microvascular y la disfuncion de

drganos distantes al lugar de la agresion inicial.
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1.5-.SEPSIS Y SISTEMA INMUNE

La sepsis se define como infeccion documentada o sospechada en
presencia de dos 0 mas criterios de SIRS (46). En condiciones normales la
infeccidn induce una respuesta inflamatoria controlada por antagonistas

antiinflamatorios. Tanto en SIRS como en sepsis se rompe el equilibrio.

La fisiopatologia del SIRS y la sepsis presenta una importante
relacion con el sistema inmunoldgico innato. Ante la presencia de cualquier
agresion externa, el organismo manda una serie de sefiales de alarma
procedentes de las células dafiadas (DAMPs) (57). El reconocimiento de
estas sefiales por parte del sistema innato de inmunidad, a través de
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receptores de reconocimiento de patrones (PRR) (10), hace que se activen
unos sistemas de proteasas séricas como son el complemento y la cascada
de coagulacion (26). Se activa la primera linea defensiva que implica la
liberacién de una serie de mediadores como son las quimiocinas y

citocinas, asi como cambios a nivel neuroendocrino.

La teoria tradicionalmente aceptada sostiene que el organismo
responde al patégeno con una sobreactivacion del sistema innato, mediante
la activacion del complemento y la sintesis de citocinas proinflamatorias,
cuya finalidad es la de confinar la infeccién y limitar el dafio tisular (54).
Tras haber sido activados los macrofagos y neutrofilos producen y
responden a las citocinas. Este ambiente proinflamatorio causa la liberacion
de mediadores secundarios, lo que hace que se amplifique ain maés el
proceso inflamatorio. El mal funcionamiento de los mecanismos
reguladores durante la sepsis puede dar como resultado una pérdida de
control sobre esa respuesta inflamatoria, provocando dafios en el
organismo. Siguiendo esta hipdtesis se han intentado implantar sin éxito

terapias de tipo antiinflamatorio (58-59).

Ante una agresion, las sefiales de alarma (DAMPS) activan al factor
citosolico nuclear kB (NF-kB), que inicia la transcripcion de numerosos
mediadores inflamatorios (52). Entre ellos prostaglandinas, leucotrienos,
factor activador plaguetario y citocinas proinflamatorias, como IL-8. Las
citocinas reclutan leucocitos al lugar de la infeccion. Se altera la regulacion
de la temperatura (induciendo fiebre o hipotermia), la resistencia y
permeabilidad vasculares, la funcion cardiaca y el estado inotropico del

corazon.
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Figura 10. Activacion nuclear y transcripcion de mediadores.

Un factor especialmente importante es la produccién local de IL-8
por parte de los fibroblastos, células endoteliales y células mononucleares
en la sangre periférica; esta citocina recluta y activa leucocitos
polimorfonucleares que posteriormente pueden provocar lesiones tisulares

con disfuncion de diferentes Grganos.

La adhesion de los leucocitos y posteriormente neutrofilos al
endotelio activado, es consecuencia de la actividad coordinada de
selectinas, integrinas e inmunoglobulinas (60-61). Tras la adhesion los
leucocitos atraviesan el endotelio y se extravasan a los tejidos, donde son
atraidos hacia los patdgenos por quimiotaxis. La fagocitosis puede ocurrir

en presencia de oxigeno, lo que conlleva la formacion de radicales libres, o
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puede llevarse a cabo en ausencia de éste, por medio de enzimas
proteoliticas como la elastasa (62). El endotelio en la sepsis es
disfuncionante, tanto a nivel molecular como celular (63). Desde el punto
de vista molecular, existe una disminucion en la disponibilidad de 6xido
nitrico, que repercute en la sintesis de diferentes enzimas. A nivel celular,
hay una modificacion de las células que lo integran debido a un aumento de
la apoptosis de éstas. La microvasculatura del endotelio también presenta
alteraciones, que hacen que resulte mas dificil la llegada de los leucocitos

al lugar de la agresion (10).
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Figura 11. Activacién endotelio.

La fase inicial de la sepsis se caracteriza ademas por la liberacion de
catecolaminas secundaria a la activacion del sistema nervioso simpatico,
estimulando receptores a y B expresados en las células del sistema inmune.

La union al receptor a tiene como principal efecto la produccién de
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citocinas proinflamatorias, mientras que la union al receptor  deriva en

liberacion de citocinas antiinflamatorias (64).

Cuando finaliza la inflamacion mediada por neutréfilos se produce
una eliminacion de los restos que es llevada a cabo por los macréfagos. Los
neutrofilos terminan su ciclo con la apoptosis y en la sepsis esta retardada
(65-66). La apoptosis es fundamental para la resolucion de la inflamacion,
tiene que haber un equilibrio entre el reclutamiento de neutréfilos y la
eliminacion de éstos del foco inflamatorio. Optimizando las defensas del
huésped frente a la citotoxicidad que se genera en el proceso. Si la
apoptosis esta retardada la inflamacion continda perpetuandose y

lesionando tejidos (67).

Los macrofagos tienen multiples funciones en la sepsis. Algunos de
los estimulos para los macrofagos son el dafio tisular, la acidosis, la baja
tension de oxigeno o las moléculas proinflamatorias. La produccion de
citocinas y quimiocinas por los macréfagos amplia ain maés la respuesta
inflamatoria (68). Los monocitos circulantes parecen estar reprogramados
en la sepsis para generar mas mediadores antiinflamatorios (69). Esto
intenta limitar el estado dafiino de hiperinflamacion, que por otro lado

predispone al huésped a una infeccion secundaria (53, 70-72).

Estos hallazgos han llevado al acufiamiento del término CARS
(sindrome de respuesta antiinflamatoria compensadora) (73), seria la
respuesta del organismo al estado de hiperinflamacion. EI CARS
desemboca en una inmunoparalisis, con disfuncién de los mecanismos de
sefializacion intracelular y disfuncion del sistema adquirido de inmunidad
(74), como la anergia de linfocitos T, la desactivacion de macrofagos y su
reduccion de capacidad como presentadores de antigenos (75). Esta
inmunoparalisis concordaria con el estado de inmunosupresion que se
observa en los ultimos estadios de la sepsis y que hace a estos pacientes
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méas susceptibles a las infecciones nosocomiales (53, 76-77). Algunas
teorias apuntan que esta inmunosupresion se debe ademés a la
imposibilidad por parte de la médula 6sea de reponer las células del sistema
inmune, en otras palabras es incapaz de alcanzar la homeostasis

inmunoldgica (78).
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Figura 12 (67). Liberacion de mediadores pro y antiinflamatorios.

Existen varias alteraciones del sistema inmune que propician un
estado de inmunosupresién en la sepsis. Existe un aumento en el nivel de
apoptosis de los linfocitos B y T (67, 79-80) y una disfuncion de
macrofagos y células dendriticas (53, 75, 81-82). Esto altera la presentacion

de antigenos por parte de los linfocitos T.

Muchos estudios se han centrado en los mecanismos de control de la
respuesta inflamatoria (83-85). Tracey et al han descrito otra modalidad de
control sobre las citocinas basado en la estructura del sistema nervioso

central. Este a través del nervio vago puede modular la respuesta de la
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inmunidad innata y controlar la inflamacion sistémica mediante los

receptores centrales muscarinicos, iniciandose la antiinflamacién (83, 86),

la activacion parasimpatica libera acetilcolina, que suprime la produccion

de citocinas proinflamatorias. Esta accion especifica de realiza por la

subunidad a7 del receptor nicotinico de la acetilcolina (a7nAChR) de los

macrofagos (87).
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Figura 13 (19). Implicacion del sistema nervioso en la liberacion de citocinas.

1.6-.CITOCINAS

Uno de los objetivos del sistema inmune es neutralizar las agresiones

externas. Para ello necesita que las células que lo integran estén conectadas
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entre si. Tiene diversos métodos para llevar a cabo la comunicacion entre
dichas células, los principales son el contacto directo a través de moléculas

de membrana y la sintesis de pequefias proteinas, las citocinas.

Una de las primeras descripciones de las citocinas fue la que realiz6
Lindenman, que describid el interferon, en 1957 (22). Las citocinas son
proteinas de bajo peso molecular generalmente glicosiladas y
monomeéricas. Tienen una vida media limitada, son producidas de novo
cuando se lleva a cabo la agresion y solo pueden estimular a células con
receptores especificos (88). Las citocinas se sintetizan en el mismo
momento en que tiene lugar la activacion celular, alertando a las células
que hay una respuesta inmune en marcha. Las citocinas no alertan a todas
las células sino Unicamente a aquellas que tienen receptores de membrana
para ellas (89). La activacion de estos receptores da lugar a cambios en el
RNA celular y en la sintesis proteica, las citocinas actdan sobre diferentes
tipos celulares, a menudo influyen en la sintesis y accion de otras

citoquinas.

Son activas en concentraciones minimas (picomolares), se
diferencian de las hormonas endocrinas clasicas en que son producidas por
varios tipos de células mas que por organos especificos. Ejercen efectos
autocrinos y paracrinos. Su efecto se ejerce sobre todo en las células que
rodean a la célula emisora (paracrino). Dentro de sus funciones ademas, se
hallan la de regular la amplitud y duracion de la respuesta inmune, reclutar
ceélulas en la zona de conflicto e inducir la formacién de nuevas células a
partir de precursores hematopoyéticos. Regulan y modifican la maduracion
y crecimiento celular . Existen varios subgrupos de citocinas dependiendo
de su funcion u origen. Asi estan las linfocinas, monocinas, quimiocinas,

interleucinas, interferones y factores estimuladores de colonias.
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Los principales productores de citocinas son linfocitos T vy
macrofagos, que son los reguladores de la respuesta inmune tanto
especifica como innata. Las citocinas son producidas por los leucocitos
activados, en particular los monocitos, por los fibroblastos activados y por

las células endoteliales (89).

La respuesta de una célula a una determinada citocina depende de la
concentracion local de la citocina, del tipo de célula y de otros reguladores
celulares. La mayoria son sintetizadas cuando son requeridas, no estan
almacenadas, salvo algunas, como el factor de crecimiento f1 (89). La
liberacion de citocinas puede ser estimulada por diferentes factores como la
isquemia-reperfusion, la activacion del complemento, la liberacion de

endotoxina y por otras citocinas (90).

1.6.a-. Inicio accion

Cuando el patdégeno entra en el organismo las células lo detectan y
comienzan a sintetizar citocinas para que a su vez se activen mas células y
poder responder con mas eficacia. La unién de la citocina a su receptor
genera nuevas sefiales intracelulares en las que intervienen gran numero de
proteinas como las cinasas, que reclutan y activan factores de transcripcion
(STAT). Cada receptor activa un ndmero limitado de rutas. Como
consecuencia de esta activacion en cadena se inducen ciertos genes. Estos
genes median en la actividad de las citocinas. Estas tienen la capacidad de
ejercer mas de una accion y sobre tipos diferentes de células y varias de
ellas ejercen el mismo tipo de accion.

Si los microorganismos logran superar la barrera fisica que supone el
epitelio son fagocitados por los macréfagos. La capacidad fagocitica de

éstos aumenta con citocinas como INFy, si el patdgeno no puede ser

50



EL ESTADO DE INMUNOCOMPETENCIA DETERMINA EL PRONOSTICO EN LOS PACIENTES SEPTICOS

destruido se produce un foco infeccioso. EI macréfago lucha contra el
patdgeno de dos formas diferentes, produciendo citocinas, procesando y
presentando al antigeno. Las citocinas que son secretadas en la fase aguda
son TNF-a, IL1, IL6, IL8 ¢ IL12. Ademas de los macrofagos estan los
mastocitos que reconocen al patdégenos y se degranulan secretando
histamina y TNFa. Los macrofagos tardan dias en actuar mientras que los

mastocitos lo hacen en segundos.

Cualquier tipo de agresion al sistema inmune produce repercusion a
nivel molecular (91-94). Tanto el sistema inmune como el endocrino
secretan citocinas para los que ambos tienen receptores. Cuando los tejidos
estan inflamados secretan IL1, activa el eje hipotalamo-hipdfisis-
suprarrenales induciendo fiebre y suefio. Los linfocitos y macrofagos
activados sintetizan opioides, sobre todo  endorfina que son reconocidas
por terminaciones nerviosas locales, mitigando el dolor en los tejidos

inflamados.

1.6.b-.Mecanismos de control

Uno de los mecanismos de regulacion que tiene el sistema inmune es
que la respuesta frente al antigeno siga en activo mientras se detecte
presencia del antigeno en el organismo. Mientras hay estimulo hay
respuesta, pero ademas hay otros mecanismos en los que estan implicadas
las citocinas. Estas pueden inhibir o estimular ciertos tipos de linfocitos T,

asi como controlar su vida media.

Linfocitos Th (mayoria CD4) se subdividen en TH1 y TH2
dependiendo de las citocinas que producen. Los TH2 son activadores de
linfocitos B y los TH1 son importantes activadores de macréfagos. Si el
patogeno es intracelular (TH1 inmunidad celular) se secretan IL2 e IF v, si
el patogeno es extracelular (TH2 inmunidad humoral) se secretan 1L4, IL5,
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IL6 e IL10. Simultaneamente estas citocinas inhiben la proliferacion y la
funcion del tipo alternativo, es decir las citocinas producidas por el subtipo
TH1 inhiben al subtipo Th2 y viceversa. La diferenciacion de estos
subtipos también se encuentra estimulada por las citocinas del entorno asi,
IL4 favorece activacion de Th2, IL2 e INFy favorecen diferenciacion de
Th1. (Figura 14)

Dentro de las citocinas producidas por el subtipo Th2, la IL10 y el
TGFP son los principales mediadores de la inhibicion. IL10 se une a su
receptor en el macréfago e inhibe su activacion blogueando la sintesis de
IL12. Como no se activa la celula presentadora tampoco se activa el THL.
El TGFP se une al Thl y lo inhibe de forma directa. El IFNy es la principal

citocina sintetizada por Thl, se une al TH2 y lo inhibe.

Como la respuesta inmune supone un gran gasto celular las citocinas
también son las encargadas de mantener el nimero de células, haciendo
que se estimule la proliferacion de células maduras capaces de encargarse
del antigeno. Son las responsables de la hematopoyesis, llamadas también
factores de crecimiento. Cuanto mas inmadura es una célula mas son las

citocinas capaces de estimularla.

Las mas conocidas son GM-SCF (factor estimulador de colonias
granulocito-macrofago), 1L3, EPO, IL7 y G-CSF (factor estimulador de

colonias de granulocitos).
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Patdgeno

Linfocito T

Linfocito Th
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Figura 14.Diferenciacion linfocitos T.
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1.6.c-.Descripcion de las principales citocinas

Tienen distintas funciones: las hay que actuan de mediadoras de la
inmunidad innata, otras regulan la activacion de linfocitos, su crecimiento y

diferenciacion. Algunas regulan la activacion linfocitaria o leucocitaria.

-Factor de necrosis tumoral (TNF)

Se secreta como una prohormona producida en monocitos,
macrofagos, linfocitos, neutrofilos, endotelio, fibroblastos y
queratinocitos. Existen dos polipéptidos, TNF-a y TNF-B. Al igual
que existen dos polipéptidos, existen dos receptores, TNFR-I y
TNFR-II. También existen en el suero proteinas solubles de union al
TNF, que son en esencia receptores de TNF no unidos a la
membrana celular. Estos receptores solubles compiten con los otros
receptores por el TNF y limitan la actividad de la citocina. Activa a
las células T, células B, células NK, neutréfilos, osteoblastos y
endotelio. Contribuye a debilitar la estrecha unidn existente entre las
células endoteliales, favoreciendo la aparicion de edema (58). Induce
fiebre, suefio, anorexia, catabolismo, liberacion de la hormona
adrenocorticotréfica y sintesis hepatica de proteinas de fase aguda.
Conduce a un estado de depresion miocéardica, hipercoagulabilidad (
en la sepsis se libera TNF a de todos los macrofagos del organismo
con las consecuencias que tienen a nivel local pero de forma
generalizada : coagulacion intravascular diseminada (CID),
hipotension, shock y muerte). Estimula la produccion de I1L-1, IL-6 e
IL-8. EI TNF tiene una accidon quimiotactica para los leucocitos

polimorfonucleares y estimulan la liberacion de radicales libres (89).
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-Interleucina-1 (IL-1)

Es el prototipo de citocina proinflamatoria, con la capacidad de
inducir una gran cantidad de genes no expresados habitualmente en
el individuo sano (95). Se produce en monocitos, macréfagos,
linfocitos, neutréfilos, endotelio, fibroblastos y queratinocitos.
Existen dos formas de IL-1: IL-1a e IL-1B. IL-1 tiene méas poder
inflamatorio que TNF. En comun con el TNF, el principal estimulo
para la liberacion de IL-1, es el lipopolisacarido o endotoxina
antigénica. Ambas citocinas juegan un papel importante en la
estimulacion de las células T y B y de los macrofagos (89). La IL-1
participa en la respuesta del huésped ante la agresion local (favorece
la cicatrizacion de las heridas) (96) o sistémica (fiebre, supresion del
apetito y respuestas neuroendocrinas), en la neuroinflamacion y
muerte celular en condiciones neurodegenerativas, como en el caso
de accidente cerebrovascular, traumatismo craneal o isquemia (93,
97), asi como en los mecanismos de reacciones ante el estrés. IL-1y
TNF liberan prostaglandinas, IL-6 e IL-8 de los monocitos y
estimulan a las células endoteliales para producir prostaglandinas,
IL-6, factor tisular, que participan en la coagulacion intravascular
diseminada. IL-1 media su actividad a través de receptores de la
membrana celular (IL-1R tipo 1 e IL-1R tipo 2) (89).

-Interleucina-6 (1L-6)

La IL-6 es una neurotropina multifuncional que junto con TNF e IL-
1, es uno de los mediadores de la respuesta de fase aguda (98). Se
libera desde los monocitos, macrofagos, células T, endotelio,
fibroblastos y queratinocitos. Ademas, interviene en la defensa del
huésped, en la respuesta inmune, en la hematopoyesis (89) y en la

respuesta celular al trauma neural (98). Su produccion esté regulada
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por diferentes sefiales, como la estimulacidn antigénica y mitogeénica,
el lipopolisacarido, IL-1, IL-2, TNF, interferon, factor de crecimiento
derivado de las plaquetas y virus. La IL-6 ejerce su accion al unirse a
un receptor de alta afinidad (IL-6R) expresado en la superficie de las
células (99). La IL-6 es un marcador y un mediador en la sepsis. Las
elevaciones mantenidas de IL-6 parecen ser mas importantes que los

niveles iniciales o pico en términos de resultados (100).

-Interleucina-2 (1L-2)

La IL-2 es el factor de crecimiento autocrino y paracrino mas
importante para los linfocitos T y la cantidad de IL-2 determina la
magnitud de la respuesta inmune dependiente de los linfocitos T
(101). IL-2 también estimula la produccion de otras citocinas
derivadas de las células T (IFN-y y TNF-a). IL-2 e IFN-y favorecen
el desarrollo de linfocitos T citotdxicos y son responsables de la
inmunidad mediada por células. IL-2 también aumenta la funcion de
los neutrofilos y macréfagos, estimula la funcion citolitica de las
células NK y es un factor de crecimiento para las células B. La
actividad biologica de la IL-2 es mediada por su unién a un receptor
celular multimolecular, denominado IL-2Ra, IL-2Rf ¢ IL-2Ry (89).

-Interleucina-3 (IL-3)

Actla como un factor estimulante de colonias (CSF) (89). Regula el
crecimiento y diferenciacion de los progenitores hematopoyéticos.
Activa los neutrofilos y macréfagos ya maduros (102).

-Interleucina-4 (1L-4)
Esta relacionada, junto IL-5 e IL-13 en la diferenciacion de los

linfocitos Th2 (103). IL-4 estimula la expresion de ciertas moléculas
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de adhesion (VCAM-1). IL-4 inhibe la activacion de los macréfagos
y de los efectos del INF-y sobre los macréfagos, previene la
produccion de citocinas proinflamatorias. Favorece la proliferacion
de mastocitos y la liberacion por parte de éstos de citocinas Th2
(104).

-Interleucina-5 (IL-5)
Es un potente agente quimiotactico para los eosinofilos y actia como

un estimulador de las células B (89).

-Interleucina-7 (IL-7)

Es un factor de crecimiento precoz para las lineas celulares de
linfocitos T y B (89). Regula la homeostasis de los linfocitos T (105).
Modula su activacién a través de las células dendriticas (101). Es una

citocina anti-apoptdtica y restaura la produccion de INF-y (106).

-Interleucina-8 (IL-8)

Liberada por los monocitos, macréfagos, linfocitos, endotelio,
fibroblastos y queratinocitos, la IL-8 pertenece al grupo de las
guimiocinas o citocinas quimiotacticas (107). Es un potente agente
guimiotactico, especialmente para los neutréfilos (108), que estan
implicados por ejemplo en la lesion por isquemia-reperfusion. Se
secreta en respuesta a diferentes estimulos, como LPS, bacterias y
otras citocinas (TNF, IL-1) (109). Se produce desde los primeros
momentos de la inflamacion y persiste durante bastante tiempo,
semanas (110). Esto es muy importante porque puede continuar
reclutando células proinflamatorias. Es relativamente resistente a la
temperatura elevada y a ambientes acidos, estas caracteristicas

bioquimicas la hacen idénea para permanecer en el lugar de la
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inflamacion. Se detecta de forma importante alrededor de zonas
necréticas, lo que sugiere que la hipoxia puede contribuir a su

sobreexpresion (111).

-Interleucina-9 (1L-9)

Actla sobre el crecimiento de las células T (89). Promueve el
crecimiento de los mastocitos, regula la hematopoyesis. Tiene un
importante papel en la inflamacidn que se produce durante la alergia,
estimula la produccion del IL-13, que tiene un efecto directo sobre el
epitelio de la via aérea induciendo la formacion de moco (112). A
parte del sistema respiratorio media en la inflamacion de otros
tejidos. Regula la inmunidad en varios procesos infecciosos, sobre
todo con parésitos extracelulares. Confiere inmunidad a nivel
intestinal (113).

- Interleucina-10 (IL-10)

Es producida por las células T, monocitos/macrofagos, células
dendriticas y células epiteliales, generalmente despues de un
estimulo. EI mayor estimulo es la inflamacion. La IL-1 y el TNF
pueden estimular la produccion de IL-10 directamente, sugiriendo la
existencia de un feed-back negativo, en el que los procesos
inflamatorios son autolimitados por la produccion enddgena de 1L-10
(114); de hecho, las concentraciones de IL-10 a menudo indican la
magnitud de la respuesta inflamatoria. La mayoria de sus efectos
inmunosupresores provienen de la inhibicion de la actividad de las
células presentadoras de antigenos. IL-10 suprime la actividad de los
macrofagos, inhibe su capacidad para secretar citocinas inflamatorias
y para actuar como células accesorias en la estimulaciéon de las

células Ty NK (115). La IL-10 regula a la baja la respuesta mediada
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por ceélulas, suprimiendo la produccion de PGE2 y de las citocinas
proinflamatorias IL-2 e INF-y (116-117). También aumenta la
liberacion del receptor soluble del TNF e inhibe la expresion en la
superficie celular de la molécula ICAM-1. Inhibe las respuestas tanto

Th1 como Th2, aunque parece ser mas efectiva contra las Thl (118).

-Interleucina-11 (IL-11)

Estimula la proliferacion de células primitivas pluripotenciales.
Tiene efectos sinérgicos con la IL-3 e 1L-10 sobre los megacariocitos
y los linfocitos pre-B (89). Fomenta la eritropoyesis y modula la
diferenciacion de las células mieloides. También es secretada a nivel
de las células epiteliales que recubren los bronquios. Induce
respuesta febril (119).

-Interleucina-12 (IL-12)

Funciona como puente entre la inmunidad innata y la adaptativa
(120). Es especialmente importante porque su expresion durante la
infeccidn regula la inmunidad innata y determina el tipo y duracion
de la inmunidad adaptativa (121). Estimula el sistema innato y es un
importante regulador de la respuesta inmune celular Thl, tiene
multiples efectos sobre las células T y las células NK, siendo ademas
un potente inductor de la produccion de INF-y (89). Es secretada
principalmente por células inflamatorias activadas como monocitos,
macrdfagos y neutréfilos. Es esencial para hacer frente a diferentes

tipos de infecciones.

-Interleucina-13 (IL-13)
Tiene propiedades fisiologicas que se superponen a la IL-4. La IL-13

puede inhibir la produccion y expresion de las citocinas
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proinflamatorias y al igual que la IL-4 e IL-10, es una potente
citocina antiinflamatoria que suprime la inmunidad mediada por las
células. Estimula a los neutréfilos para producir el antagonista del
receptor IL-1, IL-1ra, con lo que se inhibe la IL-1 (89). Modula la
inmunidad celular, la resistencia a organismos intracelulares. En el
pulmon es el mediador central del asma y regula la inflamacion
eosindfila, la secrecién de moco y la hiperreactividad bronquial
(122).

-Interleucina-14 (IL-14)

Controla el crecimiento y la proliferacion de celulas B activadas
(89). Inhibe la secrecion de anticuerpos. Es secretada principalmente
por Linfocitos T y algunas poblaciones de Linfocitos B malignos
(123)

-Interleucina 15 (IL-15)

Comparte propiedades con la IL-2 (89). Induce la proliferacion de
linfocitos T. Es el principal factor estimulante de las células NK, las
hace pasar de su estado precursor a la madurez (106). Ademas de
activar y hacer que proliferen los NK, regula la interaccion de éstos

con los macréfagos (124).

-Interleucina-16 (IL-16)

Induce una respuesta migratoria de linfocitos, monocitos Yy
eosindfilos (89).Estimula la produccion de IL-2 e inhibe al receptor
de los linfocitos T. Su secrecion se vincula a procesos inflamatorios

como asma, lupus o dermatitis atopica (125).
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-Interleucina-17 (IL-17)
Estimula las células T (89). Elimina patdgenos y promueve la
inflamacién tisular (122, 126)

-Factor activador de las plaquetas (PAF)

Se sintetiza tras la activacion de la fosfolipasa A, y es liberada desde
las plaquetas, neutrofilos, monocitos, macrofagos y desde el
endotelio vascular por el TNF, IL-1 y lipopolisacéarido. Esta
relacionado con el shock que aparece en la anafilaxia y en la
endotoxemia (89). Se ha identificado como el inductor del factor kB,
que como ya se ha comentado, es el principal regulador en la

transcripcion de genes implicados en la inflamacién (127).

-Interferon-gamma (INF-y)

Es producido los linfocitos T CD4, CD8 vy por las células NK. Tiene
efectos inmunorreguladores (89). Originariamente se denomind
factor activador de macréfago. El INF-y junto con los macrofagos
inducen los principales mecanismos antimicrobianos y antitumorales,
asi como la expresion de moléculas presentadoras y procesadoras de
antigenos (128). Organiza la atraccion de leucocitos y dirige la
maduracion, crecimiento y diferenciacion de muchos tipos celulares,
como los linfocitos B (129). El aumento de produccion de esta
citocina esta asociado con mayor resistencia a infeccion por bacterias
y virus (130).

-Interferon-alfa (INF-a) ¢ interferon-beta (INF-f)

Ejercen una potente actividad antiviral (89).
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-Factor transformador del crecimiento alfa y beta (TGF-a y TGF-B)
El TGF-a es estructuralmente similar al factor de crecimiento
epidérmico. TGF-a favorece la proliferacion celular de varios

tejidos, como el hueso y la cicatrizacion de las heridas.

El TGF-B se encuentra en elevadas concentraciones en las plaquetas
y en el hueso. Inhibe la proliferacion de las células T y la activacion

de los macrofagos (89).

La IL-1, IL-6 y TNF-o tienen efectos locales y sistémicos, para
limitar la lesion y la extension de la infeccion. Los efectos locales
incluyen la migracion de los neutréfilos, linfocitos y monocitos a la
zona inflamada, como resultado del aumento de la permeabilidad del
endotelio, moléculas de adhesion y citocinas quimiotacticas, como
IL-8. Las citocinas podrian inducir de una forma directa la expresion
de la ICAM-1 y VCAM-1 en las celulas endoteliales vasculares
(131). Los cambios sistémicos incluyen neutrofilia, fiebre, liberacion
de hormonas adrenocorticotropas, descenso de hierro y cinc y

sintesis de las proteinas de la fase aguda por el higado (89).

1.6.d-. Clasificacion

1.6.d.1-.Proinflamatorias

Las moléculas proinflamatorias son: TNF- a, IL-1- 3, IL-2, IL-
6, IL-8, IL-15, elastasa procedente de los neutrdfilos, IFN-y, protein-
quinasa, tromboxano, factor activador de las plaguetas, moléculas de

adhesion solubles, neuropéptidos vasoactivos, fosfolipasa A,, tirosin-
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quinasa, inhibidor del activador del plasmindgeno |, radicales libres,

prostaciclina y prostaglandina (132).
1.6.d.2-. Antiinflamatorias

Las moléculas antiinflamatorias son: IL-Ira, IL-4, IL-10, IL-
13, receptor de IL-1 tipo II, factor B de crecimiento transformante,
epinefrina, receptores solubles del TNF-o, antagonista del receptor
de leucotrieno B4, CD14 recombinante soluble y la proteina de union

al lipopolisacarido.

1.6.e-. Quimiocinas

e Son un tipo de citocinas quimiotacticas que atraen leucocitos
que tienen funciones proinflamatorias independientes de la
respuesta inmune adaptativa. Entre estas se hallan la IL8 y
factor activador de plaquetas.

e TNFa es el principal iniciador de la respuesta inflamatoria,
actia en los vasos de la zona infectada provocando
vasodilatacion y aumento de permeabilidad permitiendo que se
acumulen inmunoglobulinas, complemento. Asimismo induce
la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio
favoreciendo la union y posterior migracion de los leucocitos
circulantes a la zona infectada.

e L1, IL6 e IL2 elevan la temperatura corporal, inducen el
inicio de la respuesta aguda (higado crea proteinas que
opsonizan las bacterias) y activan linf T, NK y B. La
temperatura elevada es beneficiosa porque disminuye el

crecimiento de patdgenos y alerta al organismo.
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e |L2 induce y aumenta la actividad citolitica de los NK.

e |L2,IL4,IL7,IL9 e IL15 actuan como factores de crecimiento
de linfocitos T.

e El interferén a y B son sintetizados tras infecciones virales por
los leucocitos y losfibroblastos.

e El interferon y es sintetizado por los linfocitos NK y es un

potente activador de macréfagos.
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La sepsis es una respuesta inflamatoria a nivel sistémico
descontrolada que se da tras una infeccion. El estadio mas grave es el shock
séptico, que conlleva disfuncion multiorganica. A pesar de multiples
investigaciones, continda asociandose a altas tasas de mortalidad (52),
Ilegando a alcanzar en algunas series el 70% (29, 133) por eso constituye
un reto tanto para investigadores como para clinicos. ContinGa sin
clarificarse lo que acontece a nivel molecular, se han realizado hasta la
fecha més de 25 estudios probando diferentes terapias y todos han obtenido
resultados insatisfactorios (26, 134-137).

La sepsis no debe ser vista como un proceso cadtico, incontrolado y
dafino sino como un intrincado y complejo, que implica a multitud de
elementos del sistema inmune y cuya finalidad es la de controlar la

inflamacion que prosigue a la agresion del patdgeno (138).

El modo en que responden las citocinas en la sepsis suele explicarse
con un modelo bifasico. En la fase mas precoz se crea un estado
proinflamatorio mediante la produccién de citocinas inflamatorias (IL-6,
IL-1, TNF, INF), a continuacion se secretan antiinflamatorias como IL-10,
cuyo objetivo podria ser el compensar la respuesta inicial (139). El estado
proinflamatorio podria contribuir a aumentar el dafio tisular y la
mortalidad, mientras que en la fase antiinflamatoria podria verse
aumentado el riesgo de infeccién bacteriana secundaria. Para tratar de
mejorar el conocimiento del balance entre citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias es necesario entender los mecanismos de regulacion del

sistema inmune durante el transcurso de esta entidad.

Otros estudios se han centrado en la expresion de moléculas
proinflamatorias como el de Boomer et al (53) y encuentran que los
pacientes que presentan infecciones mas virulentas son los que asocian
mayor expresion de citocinas proinflamatorias, lo que respalda lo
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perjudicial que resulta el estado de hiperinflamacion (62, 65). Mera S et al
han puesto de manifiesto el valor que tiene las concentraciones de IL-8
(citocina proinflamatoria) para predecir la mortalidad en sepsis (140). La
aparicion de nuevas teorias no hace sino acrecentar el nimero de patrones
de inmunolodgicos, haciendo que nos acerquemos cada vez mas a la

verdadera respuesta inmune del huésped.

La sepsis involucra tanto a la inmunidad innata como a la adaptativa
(141). Esta comienza a estar implicada porque la respuesta innata se
autoperpetla. Existe creciente evidencia de la relacién que existe entre la
produccion endogena de inmunoglobulinas y el pronostico del shock
séptico. Recientemente Venet F et al han publicado que los pacientes con
shock séptico presentan bajos niveles plasmaticos de IgG e IgM durante los
cuatro primeros dias, sin asociacion con morbilidad, severidad o
mortalidad (142). Taccone et al demostraron en un estudio piloto la
existencia de baja concentracion de y globulinas (especialmente IgG) de
forma persistente, en pacientes con shock séptico adquirido en la
comunidad, asociandose a mayores requerimientos de vasopresores, distres

respiratorio y mayor mortalidad (143).

A pesar de la relacion entre los niveles de inmunoglobulinas en los
primeros momentos de la sepsis y el pronostico de la enfermedad, los
resultados acerca del potencial beneficio que tendrian las inmunoglobulinas
intravenosas en la sepsis son controvertidos. EI metaanélisis realizado por
Laupland et al demostré una disminucion global de la mortalidad con el
uso de inmunoglobulinas intravenosas concomitantemente al resto de
terapias en el shock séptico y sepsis severa en adultos (144). Sin embargo,
el estudio SBIT (145) encontré que los pacientes con sepsis severa tratados
con inmunoglobulinas intravenosas no mostraban una disminucién en las

cifras de mortalidad (145). Los preparados de inmunoglobulinas
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policlonales enriquecidos con IgA e IgG (IgGAM) parecen dar mejores
resultados, disminuyendo la mortalidad si se comparan con los preparados
que Unicamente tienen 1gG (146). La regla general en este tipo de estudios
es la ausencia de informacion referente a los niveles de isotipos de
inmunoglobulinas previos al tratamiento. Ademas existe una completa falta

de datos acerca del papel que tiene la IgG en el shock séptico.

Un objetivo importante en el futuro tratamiento de la sepsis seria
determinar con precision el estado inmune de los pacientes durante la
enfermedad. Aquellos con mayor compromiso inmunoldgico serian

beneficiarios de tratamientos especificos (147).
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1. Analizar los niveles séricos de citocinas y quimiocinas en pacientes

con shock séptico o SIRS.

2. Anélisis de quimiocinas y citocinas como factor de mortalidad en

pacientes con shock séptico postquirdrgico.
3. Asociar los niveles plasmaticos de subclases de 1gG, IgA e IgM en el

momento del diagnostico, con la severidad de la patologia y el
resultado final.
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ABSTRACT

La relacion entre la respuesta de las citocinas y el shock séptico esta
actualmente poco entendida. Algunos estudios apuntan a un modelo
biféasico para explicar la patogenia de las formas mas severas de sepsis, con
una fase inicial proinflamatoria, seguida de una reaccion antiinflamatoria.
Sin embargo, no se ha encontrado evidencia de la coexistencia de ambas
respuestas. En este estudio se han analizado los niveles plasmaticos de 17
citocinas y quimiocinas en 20 pacientes con shock séptico, 11 pacientes
con SIRS en las primeras 24 horas tras el diagnostico y 10 controles sanos.
Los pacientes con shock séptico mostraron niveles elevados de IL-6, IL-8,
MCP-1, MIP-1pB, INF-y, GM-CSF e IL-10, comparado con los controles
sanos. Los pacientes con SIRS mostraron niveles mayores de IL-6, IL-8,
MCP-1, MIP-1B, G-CSF e IL-10 que los de los controles. Los pacientes
con shock séptico mostraron niveles méas elevados de IL-8, GM-CSF,
MIP-1B que los pacientes con SIRS. El test de Spearman demostré una
asociaciéon positiva entre los mediadores proinflamatorios IL-6, IL-8,
MCP-1, MIP-1pB, IFN-y, GM-CSF y la citocina inmunomoduladora IL-10
en los pacientes con shock septico. Consecuentemente los estudios
respaldan la secrecion de mediadores pro y antiinflamatorios en el shock
séptico como una respuesta inmune simultanea iniciada desde el comienzo
de la entidad, revelando que ambos tipos de citocinas juegan un papel

desde los inicios de esta patologia tan grave.
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INTRODUCCION

La sepsis es una respuesta inflamatoria sistémica incontrolada que es
consecuencia de la infeccion, cuya forma mas severa es el shock séptico.
Este causa disfuncion multiorgénica e hipotension. Incluso hoy en dia el
shock séptico esta asociado con una alta tasa de mortalidad y representa
todo un reto para clinicos e investigadores (148) . La implicacion de la
respuesta de citocinas en la patogénesis de la sepsis y se suele explicar
como un modelo bifasico, con una fase inicial caracterizada por la
produccién de citocinas proinflamatorias (IL-6,IL-1, TNF, INF), seguido de
una fase en la que se sintetizan citocinas antiinflamatorias como IL-10
(139). La fase proinflamatoria contribuiria al dafio tisular y a incrementar la
mortalidad mientras que la segunda fase, antiinflamatoria (llamado
sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria CARS) aumentaria
el riesgo de una infeccidn bacteriana secundaria (73) Sin embargo, existe
evidencia que contradiga la teoria de las dos fases (149).

Es esencial un mejor entendimiento de la regulacién y balance entre
ambas respuestas de citocinas en respuesta a la sepsis, para mejorar el
conocimiento en su patogenesis.

La aparicion de diferentes teorias ofrece la oportunidad de obtener
distintos patrones de mediadores que ayuden a averiguar cual es la
verdadera respuesta inmune del huésped.

Se realizd un andlisis de los niveles séricos de citocinas Yy
quimiocinas en pacientes con shock séptico o SIRS usando un kit 17-plex.
Esto permitié la verificacion de que existe una respuesta inmune
simultanea y antagonica desde el comienzo del establecimiento del shock

séptico.
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MATERIAL Y METODOS

Pacientes y controles

Los pacientes y los controles fueron reclutados prospectivamente en
la unidad de cuidados criticos del Hospital Clinico Universitario de
Valladolid. Tras obtener el permiso del comité ético y cientifico del centro.
Se usaron las recomendaciones de la conferencia de consenso del colegio
americano de neumologos y la sociedad de cuidados criticos americana
para definir SIRS y shock séptico (50, 150). Para definir la severidad de la
enfermedad se usaron dos escalas : APACHE Il para las primeras 24 horas
tras el diagnostico (151) y SOFA (152) para el seguimiento del fallo de los
distintos o6rganos.

Veinte pacientes con shock séptico y 11 con SIRS fueron reclutados
para el estudio. Se extrajeron muestras de diez voluntarios sanos que
trabajan en la Universidad de Valladolid y cuya edad estaba en el rango de
la de los pacientes incluidos en el estudio.

Muestras y perfil de citocinas

Se obtuvo una muestra de sangre de cada paciente y cada control en
tubos que contenian Acido etilendiamino tetraacético (EDTA) en las
primeras 24 horas tras el diagnostico de shock séptico o SIRS. Las
muestras de plasma fueron obtenidas tras centrifugacion y almacenadas a
— 80° C hasta que se realizaba el perfil de citocinas. Los niveles plasmaticos
de citocinas y quimiocinas fueron evaluados usando el sistema Biorad©17,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permite una
medicion cuantitativa de 17 quimiocinas, citocinas, factores de crecimiento
y mediadores inmunes consumiendo una cantidad minima de material
bioldgico. Este sistema tiene una buena representacion de los anélisis de
citoquinas inflamatorias y antiinflamatorias, citocinas Thl, Th2, Thl7 y
citocinas permitiendo testar diferentes niveles de citocinas reguladoras en

el plasma de los pacientes
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Limites de deteccion (pg/mL): IL-1b (2,4);1L-6 (2,1); IL-8 (1,8); IL-
7 (2,4); 1L-17 (2,1); G-CSF (1,5);MCP-1 (1,8); MIP-1b (1,4); IL-2 (1,3);
IL-4 (0,2); IL-5(2,5); IL-10 (1,8); IL-12(p70) (2,6); IL-13 (2,6); GM-CSF
(0,7); IFN-y(2,4); TNF-0(6,4).

Estadistica

Se usé el test de  Mann-Whitney debido a que el test de Saphiro-
Wilk demostro la ditribucion no normal de los datos y el test de Levene
demostrd la ausencia de homogeneidad en la variablilidad de los grupos
comparados. Para estudiar la correlacion entre los niveles de citocinas y
los pardmetros clinicos se usO el test de Spearman. Todos los test se
realizaron de forma bidireccional y la p se consideraba significativa si era
menor de 0.05. Los coeficientes de correlacion de Spearman se
representaron como mapas de calor usando el software J Color Grid
(Universidad de California San Francisco y Universidad de California
Berkeley) (153).

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas y demograficas (tabla 2)

Los pacientes en ambos grupos tenian edad avanzada. La
comorbilidad mas frecuente era patologia cardiovascular. El antecedente
méas comun en el grupo del shock séptico era la cirugia abdominal. Los
niveles de procalcitonina y PCR eran mas altos en los pacientes con shock
que en los que presentaban SIRS (p<0.05), asi como el numero de
leucocitos (p<0.05).

Comparacion entre niveles de mediadores inmunologicos (figura
15)

Los niveles de IL-1, IL-7, IL-5 e IL-13 estaban por debajo del limite

de deteccion para el método empleado de cada mediador en la gran
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mayoria de pacientes. Consecuentemente no se consideraron para el
analisis.

Los pacientes con shock séptico mostraron niveles elevados de IL-6,
IL-8, MCP-1, MIP-1B, IFN-y, GM-CSF e IL-10 comparado con los
controles. Los pacientes con SIRS mostraron niveles elevados de IL-6, IL-
8, MCP-1, MIP-1B,G-CSF e IL-10 comparado con el grupo control. Siete
de los pacientes con shock séptico mostraron niveles detectables de I1L-17;
otros siete mostraron niveles elevados de TNFa.

Seis pacientes de este grupo mostraron niveles detectables de IL-2 e
IL-4, mientras que tres pacientes mostraron niveles detectables de IL-
12p70. Unicamente un paciente con SIRS mostro niveles detectables de
IL-17 (13,9 pg/mL), mientras que otro mostrd niveles detectables de IL-2,
IL-4, IL-12p70 y TNFa (datos no mostrados).

Ninguno de los controles presentaba niveles detectable de IL-17, IL-
2, IL-4, 1L-12p70 o TNFa. Cuando los niveles de los mediadores inmunes
se comparan entre los grupos de shock séptico y SIRS, el grupo de shock
séptico muestra niveles més elevados de IL-8, GM-CSF y MIP-1p
(p<0.05).

Correlacion de los niveles de mediadores inmunes (figura 16)

Los estudios de correlacidn muestran una asociacion positiva entre
los niveles de IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1p, IFNy, GMCSF e IL-10 en los
pacientes con shock séptico, con unos coeficientes de correlaciéon de
Spearman de (r) >0.4. Esta correlacion positiva demuestra que estos
mediadores se secretan de forma simultanea en respuesta a la agresion que
supone el shock séptico. Las correlaciones positivas que se han encontrado
en los pacientes con SIRS son: [IL-6, IL-8), [IL-6, G-CSF], [IL-8, IFN-v],
[G-CSF, MCP-1], [MCP-1, MIP-1p], con r >0.5 (datos no mostrados).
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demograficas

Shock séptico (n=20) SIRS (n=11)

Descripcion
Género (M/F) 12/8 9/2
Edad (afios) 68,00 (14,6) 76,6 (8,6)
Hipertension arterial(n) 7 9
Cardiopatia (n) 7 6
Diabetes mellitus (n) 1 1
Obesidad (n) 0 1
Patologia respiratoria (n) 3 1
Cancer (n) 3 4
Patologia renal (n) 3 0
Cirugia (abdominal/cardiaca/vascular) 15/5/0 5/5/1
Dias en unidad de criticos 12,00 (13,5) 1,00 (0,5)
Dia toma muestra tras ingreso en unidad de criticos 6,00 (7,0) 1,00 (0,7)
Estado clinico al diagnostico
Puntuacion APACHE 22,24 (6,7) 9,00 (2,4)
Puntuacién SOFA 7,70 (3,7) 3,36 (2,6)
Ventilacion mecénica 18/20 9/11
Frecuencia cardiaca 112,0 (20,4) 86,00 (16,2)
Frecuencia respiratoria 14,53 (4,5) 13,90 (3,6)
Temperatura 37,46 (1,4) 36,7 (1,1)
Tension arterial media 67,54 (11,3) 82,2 (10,2)
Noradrenalina 20/20 2/11
Estado analitico al diagnostico
Hematocrito (%) 32,71 (6,6) 32,21 (5,0)
Leucocitos (nUmero/mL) 17487,47 (10867,2) 11582 (4962,6)
Neutrofilos (nGmero/mL) 15431,2 (11120,8) 8475,1(2768,9)
Procalcitonina 26,69 (38,7) 1,45 (3,4)
Proteina C reactiva 184,2 (106,5) 45,9 (68,8)
Creatinina (mg/dL) 1,63 (1,1) 1,09 (0,4)
Pacientes con cultivos positivos 18/2 0/11
Fallecidos/Supervivientes 11/9 1/10
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Figura 15.Niveles de mediadores inmunes en controles sanos, SIRS y shock séptico.
* Significativamente diferentes del grupo control. ** Significativamente diferentes del

grupo control y del grupo SIRS (p<0.05)

DISCUSION

La presencia de niveles plasmaticos elevados de IL-6, IL-8, MCP-1,
MIP-1B, IFN-y y GM-CSF encontrados en nuestro estudio estd en
consonancia con un articulo publicado previamente (154), que mostraba la
existencia de una respuesta sistémica proinflamatoria muy severa de
citocinas y quimiocinas en los casos mas severos de sepsis y shock séptico.
La mayoria de éstas han sido estudiadas como marcadores biologicos en
sepsis (155). Estos mediadores son moléculas quimiotacticas que atraen

monocitos, neutrofilos, linfocitos T y macrofagos a los tejidos dafiados,
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jugando un papel importante no sélo en la lucha contra la infeccién sino
también en la patogenesis de procesos agudos Yy cronicos con gran
componente inflamatorio (156). Al mismo tiempo, nuestros resultados
aportan una nueva evidencia de la existencia de una respuesta tanto pro
como antiinflamatoria, mostrado en los niveles elevados de IL-10 en
plasma. IL-10 es una molécula con propiedades inmunorreguladoras. La
secrecion de IL-10 en el shock séptico podria representar un intento de
modular la respuesta proinflamatoria que se da en esta situacion.

Por otro lado, los niveles elevados de 1L-10 podrian inducir a un
estado de inmunodeficiencia funcional, comprometiendo la respuesta del
huésped a los patégenos y al manejo de la infeccion (157).

Los trabajos previos como los de Bozza et al (158) y Mera et al (140)
revelaban la relacidn entre casos de sepsis severa y aumento de IL-6,IL-8,
MCP-1, IFNy e IL-10. Estos estudios también mostraban niveles elevados
de IL-4, IL-12p70 y TNFy en aquellos pacientes con peor desenlace. A
pesar de que no hemos encontrado niveles elevados de estas tres citocinas
en todos nuestros pacientes, los hemos encontrado en algunos. El pequefio
tamafio de la cohorte analizada quizas impida obtener resultados mas
fiables en lo referente a estas citocinas.

Por otro lado nuestros resultados para GM-CSF y MIP-1pB
contradicen en cierta manera los de Mera et al (140) ya que ellos
encontraron niveles mas bajos de estas moléculas en los pacientes que
presentaban shock séptico que en los que no lo presentaban.

La distinta localizacion de la infeccion inicial (respiratorio y urinario
en el trabajo de Mena et al y abdominal en el nuestro) podria explicar
algunas diferencias en el perfil de citocinas encontrado. De acuerdo con el
resultado de este estudio, los niveles elevados de la citocina Th17 , IL-17

en el 35% de los pacientes con shock séptico, podrian indicar un potencial
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papel de este mediador en la autoinmunidad y la defensa antibacteriana

(156) en algunos casos de sepsis severa.
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Figura 16.Mapa de calor representando el coeficiente de Spearman (r) correspondiente a
las relaciones estadisticamente significativas p<0.05. Valores de “r” representados por

escala de grises. Figura realizada usando Jcolorgrid software.

Mas importante, las asociaciones de niveles de mediadores inmunes
que se observa en este estudio confirma que ambas respuestas tanto pro
como antiinflamatoria ocurren al mismo tiempo. En este sentido, Cavaillon
et al. han encontrado una correlacion positiva entre 1L-8, MCP-1, MIP-b,
RANTES e IL-1ra, IL-10 en sepsis (159). De acuerdo con los resultados de
Cavaillon et al.,, este estudio demuestra que las respuestas pro y
antiinflamatoria se dan desde el momento en que se instaura el cuadro

séptico.
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La potencial influencia de esta respuesta temprana y combinada en
posteriores eventos patologicos, como el descubrimiento de una fase tardia
de inmunoparalisis (117), incluso sobre la mortalidad (160-161), continta
sin averiguarse, ya que en el disefio de este estudio no se incluyo el
seguimiento de los pacientes.

Tenemos resultados similares a los comunicados por Rodriguez-
Gaspar et al. (162), los pacientes con SIRS muestran valores elevados de
mediadores proinflamatorios (IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1p, G-CSF) y
antiinflamatorios (IL-10), comparados con los de los controles, aunque el
incremento de IL-10 es menos Ilamativo en estos pacientes. La ausencia de
correlacion entre mediadores proinflamatorios e IL-10 en pacientes con
SIRS podria ser consecuencia del limitado niumero de individuos incluidos
en este grupo o a que en el SIRS se produce un estado menos inflamatorio
comparandolo con el que se da en el shock séptico, con una secrecion
compensatoria de IL-10 limitada.

La ausencia de infeccion en el SIRS podria también explicar las
diferencias en los perfiles de citocinas comparandolo con el del shock
(163).

En conclusion, los estudios de correlacion de niveles plasmaticos de
citocinas, apoyan la teoria de la secrecion simultanea de mediadores pro y
antiinflamatorios desde el primer momento de la instauracion del shock
séptico y formaria parte del programa de la respuesta inmune.

El papel exacto (beneficioso o no) de esta respuesta simultanea en la

evolucion de los pacientes requiere futuras investigaciones.

86



EL ESTADO DE INMUNOCOMPETENCIA DETERMINA EL PRONOSTICO EN LOS PACIENTES SEPTICOS

- 42/ 1L-8Y PREDICCION DE MORTALIDAD EN SHOCK
SEPTICO

Aceptado en Acta Pathologica,Microbiologica et Immunol
Scandinavica

APMIS. 2013 May;121(5):463-5. Epub 2012 Oct 22. PMID:
23083496

Al editor:

Hemos leido con interés el articulo titulado “Perfil de multiples
citocinas en pacientes con sepsis” de Mera et al (140). En este articulo los
autores miden de forma simultanea 17 citocinas en 30 pacientes sépticos
durante los 7 primeros dias de ingreso en la unidad de criticos. Los autores
encontraron en una regresion logistica multivariante que los niveles
iniciales de IL-8 eran losmejores predictores de mal pronostico.

Mientras que en la cohorte de Mera et al (140), el namero de
pacientes que presentaba shock séptico era de 9 sobre 30, nosotros hemos
intentado evaluar el papel prondstico de las mismas citocinas en una
cohorte de pacientes que presentara mas casos de shock séptico. De esta
forma, hemos reclutado 38 pacientes con shock séptico postquirargico. Los
pacientes han sido reclutados de forma prospectiva en la unidad de
cuidados criticos de nuestro hospital desde Enero a Diciembre de 2011.
Para la definicion de shock séptico se han utilizado las guias de consenso
del colegio americano de Neumdlogos y la sociedad americana de cuidados
criticos (150). El estudio ha sido aprobado por comité ético de nuestro
hospital. Se han obtenido los consentimientos de cada paciente previamente
al estudio. Se han extraido 5 ml de EDTA en las primeras 24 horas tras el
diagnostico de shock septico. 12 pacientes habian sido intervenidos de
cirugia cardiaca y 26 de cirugia abdominal.15 pacientes fallecieron durante

su estancia en la Unidad de Cuidados Criticos. Se encontré infeccion
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fungica o bacteriana en las muestras de sangre o en cultivos locales de 27
pacientes. 6 casos presentaron infeccién Unicamente de bacterias gram
positivas; 10 casos solamente por bacterias gram negativas ;un caso
presentd infeccion Unicamente por hongos; 6 pacientes tuvieron infeccién
combinada de gram positivos y negativos; 2 gram negativos y hongos; 3
pacientes se infectaron por gram positivos, negativos y hongos.16
voluntarios que trabajan en el hospital, de edades similares fueron
reclutados como controles con finalidad comparativa.

El Kit de mdltiples citocinas que se usé fue 17 plex de BioRad
(Hercules, CA,USA) e incluye: IL-1b, IL-2,IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-
10, IL-12, IL13, IL-17,interferon gamma(lFN-y),factor estimulador de
colonias granulociticas(G-CSF), factor estimulador de colonias de
macrégafos (GMCSF), proteina monocitica quimiotactica (MIP-1B) y
factor de necrosis tumoral (TNF-a).

El test de Mann Whitney evidencié que los pacientes con shock
séptico tenian mayores niveles plasmaticos de IL-6, IL-8, I1L-10, IL-13,
MCP-1 y MIP-1B que los controles, independientemente del desenlace
(datos no mostrados). Los pacientes que murieron tenia niveles del IL-8 y
MIP-1 en el momento del diagndstico, significativamente mayores que los
de los supervivientes [mediana, rango intercuartilico (pg/ml) en
supervivientes y fallecidos]: IL-8 [(80.8,172.4);(158.6,217.9)] (figura 17) ;
MCP-1[(148.4,441.7);(346.8,1347.7)] (p<0.05). Los pacientes que
murieron eran de mayor edad y presentaron en la Unidad de criticos
mayores puntuaciones en el APACHE Il [principal, desviacion estandar]:
edad (afios) en supervivientes [68.0,14.3]; edad (afios) en fallecidos
[75.2,11.7]; APACHE Il en supervivientes[13.2,5.5]; APACHE Il en
fallecidos[18.4,3.6]. El analisis de la regresion multivariante COX ajustada

por edad y APACHE Il mostraba que IL-8 era la Unica citocina asociada
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con el aumento de mortalidad a los 28 dias tras el diagnostico de shock
séptico (RR,[ Intervalo de confianza 95% ],p): 2.91[1.04-8.13], 0.041).

800.0

IL-8 (pg/ml)

3

0.0 -

1 I 1

Supervivientes Fallecidos Controles sanos

Figura 17. Niveles de I1L-8 en el momento de diagndstico de shock séptico dependiendo

del desenlace.

Sin embargo en el mismo analisis, MCP-1 también aumentaba el
riesgo de mortalidad pero con una p<0.1 (datos no mostrados).Se utilizaron
concentraciones logaritmicas de citocinas en el analisis de regresion para
satisfacer la presuncion de relacion lineal.

Las curvas de supervivencia de Kaplan Meier evidenciaron que los
pacientes que mostraban niveles de IL-8 por debajo del percentil 75
(257pg/ml) del valor de la cohorte sobrevivian mas dias(tiempo medio se
supervivencia en dias [Intervalo de Confianza del 95%] : supervivientes
(25.3[23.0-27.7]); fallecidos (17.8[9.8-25.7]) (Figura 18A). Finalmente la
curva caracteristica operativa para el receptor (ROC) evidencié que IL-8
mostraba una buena asociacion con la mortalidad, con un area bajo la curva
de 0.72 (p=0.022) (Figura 18B).
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Figura 18. (A) Curvas de supervivencia dependiendo de los niveles de IL-8 en el
momento del diagnodstico de shock septico. (B) Curvas ROC de prediccion de

mortalidad segun los niveles de IL-8 en el momento del diagndstico.

Los pacientes con identificacion microbiologica positiva no
mostraron diferencias significativas ni en la proporcion de pacientes con
peor prondstico (test chi cuadrado), ni en los niveles de IL-8 (test Mann-
Whitney) comparados con aquellos que presentaban cultivos negativos
(datos no mostrados).

Nuestros resultados estan en consonancia con los encontrados por
Fujushima S et al, que publicaron que los niveles detectables de IL-8
iniciales predicen una alta mortalidad en sepsis (164). Bozza et al (165) y
Marty C et al (166), tambien asociaron IL-8 con mal pronostico en sepsis.
En una cohorte de pacientes que incluian estudios de estrategias de
ventilacion para dafio agudo pulmonar: ALI (Acute Lung Injury), Calfee
CS et al encontraron que los niveles plasmaticos de 1L8 >220pg/ml estaban
asociados de forma importante con la mortalidad a los 28 dias, aunque la
curva ROC encontro poca correlacion entre IL-8 y mortalidad (area bajo la

curva de 0.59) (167). Las diferencias en la composicion de la cohorte de

90



EL ESTADO DE INMUNOCOMPETENCIA DETERMINA EL PRONOSTICO EN LOS PACIENTES SEPTICOS

pacientes (médicos/quirurgicos) podria explicar las diferencias observadas
en el papel de este mediador como predictor de mortalidad.

IL-8 es una citocina proinflamatoria. Estd producida por muchos
tipos de celulas tras la estimulacion de 1l-1, TNF o productos microbianos
como las endotoxinas (166). Esta citocina promueve la angiogénesis, asi
como la migracién y activacion de neutréfilos (168). IL-8 podria reclutar
neutrofilos hacia organos vitales, lo que haria que se liberaran mediadores
implicados en la patogenia de la sepsis (164).

En conclusién, nuestros resultados confirman el valor predicitivo de
IL-8 incluso en los casos mas severos de sepsis, apoyando su importante

implicacion en la fisiopatologia de esta entidad.
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4.3. BENEFICIOS DE SUBCLASES E ISOTIPOS DE )
INMUNOGLOBULINAS ENDOGENAS EN EL SHOCK SEPTICO.

Publicado en Journal of Critical Care
J Crit Care. 2012 Dec;27(6):616-22.

ABSTRACT

Obijetivos: Hay una evidencia creciente sobre la relacién que existe
entre las Igs producidas de forma enddgena y el desenlace clinico del shock
séptico.

Material y métodos: Se han medido los niveles plasmaticos de

subclases de 1gG , 1gA ,IgM e IgE en 42 pacientes con shock séptico y en
36 pacientes con SIRS en el momento del diagnostico. Se ha evaluado la
asociacion entre los niveles de Igs con la severidad y desenlace de la
enfermedad.

Resultados:18 pacientes con shock séptico fallecieron. Ambos
grupos SIRS y SS mostraron niveles de IgG total, IgG2 e Ig M por debajo
de la normalidad. Los pacientes con SS que fallecieron mostraron los
niveles mas bajos de IgG total e IgG1 .Los niveles de IgG total, 1gG1,
19gG2, 1gG3, 1gG4 e IgA se correlacionaron de forma inversa con la escala
de severidad APACHE 1l en shock séptico. El analisis de la regresion
univariante COX mostré que los niveles de 1gG1, 1gG2, IgG3 IgM, IgA e
IgG total se asociaban de forma inversa a la probabilidad de muerte a los
28 dias. EIl andlisis multivariante mostré que IgG1,IgG total e IgA se
comportaban como factores protectores independientes contra la mortalidad
[Riesgo relativo, p] : 0.23, 0.026; 0.16,0.028; 0.11, 0.042; 0.05, 0.010
respectivamente, mientras que IgG3 mostraba asi mismo tendencia

protectora.
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Conclusiones: nuestro estudio evidencia que ademas de la IgGl,
otras subclases e isotipos de inmunoglobulinas endégenas parecen tener un

papel beneficioso en el shock séptico.

INTRODUCCION

Hay una evidencia creciente de la relacion entre las Igs producidas
enddgenamente y el prondstico en sepsis severa y shock séptico.
Recientemente Venet et al han publicado que niveles bajos de 1gG e IgM
en pacientes con shock séptico en los 4 primeros dias del curso de esta
enfermedad no tenian asociacion con mortalidad, morbilidad o severidad.

Contrariamente nosotros hemos publicado que los pacientes con
shock séptico que acaban falleciendo presentan bajos niveles de 1gG (37).
Taccone et al han demostrado en un estudio piloto la existencia de bajas
concentraciones de gammaglobulinas, especialmente de IgG de forma
persistente en pacientes con shock séptico adquirido en la comunidad,
asociando mayor requerimiento de vasopresores, sindrome de distrés
respiratorio agudo y mortalidad (143).

A pesar de la evidencia disponible sobre la relacion entre niveles de
inmunoglobulinas en los primeros momentos del shock séptico y el
desenlace de la enfermedad, los resultados sobre el potencial papel de
terapias sustitutivas con inmunoglobulinas intravenosas en la sepsis, son
actualmente controvertidos. En el metaanalisis realizado por Laupland et al
demostraron una disminucién de la mortalidad usando inmunoglobulinas
intravenosas como tratamiento adyuvante en la sepsis severa y shock
séptico en adultos (144). Por el contrario el estudio SBIT encontré que en
una cohorte de pacientes con sepsis, cuya severidad estaba definida por
escalas clinicas, las inmunoglobulinas intravenosas no disminuian la
mortalidad (145). La preparacion de inmunoglobulinas policlonal

enriquecidas con IgA e IgM (IgGAM) parece dar mejores resultados en
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cuanto a disminucién de la mortalidad comparado con preparaciones que
solo contienen 1gG (146). La regla general en estos estudios es la ausencia
de informacion de los niveles de isotipos de inmunoglobulinas antes del
tratamiento . Ademas existe gran desconocimiento acerca del papel
individual de cada una de estas subclases de IgG en SS. En este articulo
evaluamos en una cohorte de 42 pacientes con SS la asociacidén entre
niveles plasmaticos de subclases de 1gG, IgA e IgM en el momento del

diagnostico, con la severidad de la patologia y el resultado final.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Los pacientes con SIRS y SS  fueron reclutados de forma
prospectiva en la Unidad de Reanimacion del hospital Clinico Universitario
de Valladolid desde Enero a Diciembre de 2011.Se siguieron las
recomendaciones de la conferencia de consenso del colegio Americano de
Neumdlogos y la sociedad de cuidados criticos de América para definir
SIRS y SS (150) . Tras obtener el permiso del comité ético y cientifico del
centro . Se ha obtenido el consentimiento de cada paciente previamente al

estudio.

Toma de muestras y cuantificacion de inmunoglobulinas

Se han extraido 5 ml de EDTA en las primeras 24 horas tras el
diagnostico de shock séptico o SIRS. Los tubos se centrifugaron y se
obtuvo el plasma, que fue almacenado a -80°C hasta la cuantificacion. Se
midieron niveles en plasma de 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgA, IgM e IgE
usando un kit de tipado de inmunoglobulinas multiple de Biorad TM, en

una plataforma Luminex.
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Microbiologia

Se realizaron cultivos de las muestras biolégicas tomadas de los
pacientes presuntamente sépticos para evaluar la presencia de infeccién
bacteriana o flangica (169). Los microorganismos potencialmente
contaminantes no se consideraron para el analisis.

Andlisis estadistico

Para comparar las caracteristicas clinicas y demogréaficas de los
pacientes se ha usado chi cuadrado para variables cualitativas y para las
continuas el test de Mann-Whitney U. con una regresion tipo COX
determinamos el RR y el intervalo de confianza del 95% vy se evalud el
impacto de los niveles de inmunoglobulinas sobre la mortalidad a lo largo
del tiempo. Ademas de los niveles de inmunoglobulinas se introdujeron
las siguientes variables independientes como covariables: edad, sexo,
cirugia cardiaca / abdominal ,escala APACHE Il , ndmero de
hemoderivados recibidos y numero de 6rganos dafiados . EI niumero de
organos dafiados se calculo incluyendo la escala SOFA (Sequential Organ
Failure Assesment), pulmones, sistema de coagulacién, higado, sistema
cardiovascular, sistema nervioso central y rifiones (170). Se considera fallo
en un drgano cuando se puntua en la escala SOFA 3 o 4 para dicho érgano.
Se usaron concentraciones logaritmicas de inmunoglobulinas y valores
logaritmicos de la escala APACHE Il en el anélisis de regresion para
satisfacer la presuncion de linearidad. Determinamos la incidencia de
muerte usando las curvas de Kaplan-Meier. Se compararon los grupos
usando el test log-rank (Mantel-Haenzel). Se estudiaron la exactitud y los
valores predictivos de las inmunoglobulinas analizadas para supervivencia,
calculando el area bajo la curva ROC. La correlacion entre los niveles de
inmunoglobulinas y las puntuaciones del APACHE II, se midio usando el
test de Spearman-Karber. Todos los tests estadisticos se aplicaban de forma

bilateral y la p se consideraba significativa por debajo de 0.05 .El analisis
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de los datos se ha realizado con el SPSS para Windows version 15.0
software (SPSS, Chicago, IL, USA).

RESULTADOS

Caracteristicas clinicas

Todos los pacientes habian sido intervenidos de cirugia cardiaca
(recambio valvular o revascularizacion coronaria) o de cirugia abdominal
(tabla 3). Dieciocho pacientes con shock séptico fallecieron. La mayoria de
los pacientes eran varones de edad avanzada, aunque los que presentaron
shock séptico que finalmente fallecieron, eran ligeramente mas mayores.
Los antecedentes mas comunes eran de tipo cardiovascular e hipertension.
La cirugia de caracter urgente fue mas frecuente en el grupo de shock
séptico. Cuarenta y dos pacientes con SS mostraron fallo respiratorio y
cardiovascular (100%), dieciseis fallo renal (38%) y dos mostraron
alteraciones de la coagulacion (4%). Los pacientes con shock séptico que
fallecieron presentaban peor situacion respiratoria y estuvieron mas tiempo
sometidos a ventilacion mecanica. Los niveles de lactato y procalcitonina
fueron mas elevados en los pacientes con shock séptico que fallecieron. .
Los hallazgos microbioldgicos se muestran en el anexo 1.

Niveles de inmunoglobulinas y asociacion con severidad al
diagndstico

Los niveles de IgE eran inferiores a los limites de deteccion del kit y
por ello no se incluyeron en el andlisis. El analisis de la correlacion
mostraba que los niveles de IgG total, 19gG1, 1gG2, 19G3, IgG4 e IgA
estaban inversamente asociados a la escala APACHE Il en el momento del
diagnostico de SS (coeficiente r, P): -0.495, 0.001; -0.489, 0.001; -0.366,
0.017; -0.404, 0.008; -0.297,0.050; -0.300, 0.050 respectivamente. Los
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niveles de subclases de 1gG, IgM e IgA se correlacionaban positivamente
(datos no mostrados).

Niveles de inmunoglobulinas y asociacion con mortalidad

El test de Mann-Whitney U reveld que los pacientes con SS que
morian, tenian niveles significativamente mas bajos de 1gG1 e IgG total
que los pacientes con SIRS o SS que sobrevivian (tabla 4). El analisis de la
regresion Univariante Cox en el grupo de SS mostraba que los niveles de
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgM, IgA e IgG total estaban inversamente asociados
con la probabilidad de muerte a los 28 dias tras el diagnostico (tabla 5).EI
analisis multivariante mostro que IgG1, IgG total e IgA se comportaban
como factores protectores independientes frente a la mortalidad (p<0.05),
mientras que 1gG3 e IgM mostraban la misma tendencia (p < 0.1) (tabla 5).

Las curvas de Kaplan Meier evidenciaban que aquellos pacientes con
SS que presentaban niveles de 1gGL1 elgG total por debajo del percentil 30
(P30) morian antes que los que presentaban valores por encima de dicho
percentil (Fig 19). Los tiempos de supervivencia eran los siguientes
(media, intervalo de confianza del 95%) : pacientes por debajo del P30,19.2
dias (13.5 — 24.8); pacientes por encima del P30, 24.5 dias (21.5 - 27.5),
para ambas IgG1 e IgG total. El percentil 30 era 356 mg/dl para IgG1 y 484
mg/dl para IgG total (Fig 19). El anélisis de la curva caracteristica
operativa para el receptor mostraba que 1gG1 e IgG total eran las mejores
inmunoglobulinas para predecir la supervivencia, con un area bajo la curva
de 0.73 (p = 0.01) para IgG1 y de 0.71 (p = 0.02) para 1gG total. | (Fig 20).
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los pacientes con SIRS y shock séptico.

SIRS(n=36) SS, supervivientes(n=24) SS, fallecidos(n=18)
Edad (afios) (m+DE) 66,7(13,0) 68,3(14,4) 74,8(11,3)
Sexo (m/f) 24/12 17/7 13/5
APACHE al Dx (m+DE)  10,2(3,2) 13,0(5,6) 18,4(3,5)
Cirugia cardiaca/abd. 22/14 11/14 5/12
Diabetes, n(%) 9(25,0) 8(33,3) 3(16,6)
Pat. Cardiovasc. n(%) 22(61,1) 11(45,8) 7(38,8)
EPOC, n(%) 6(16,7) 5(20,8) 5(20,8)
Hipertensidn, n(%) 19(58,8) 16(66,6) 9(50,0)
IRC, n(%) 3(8,8) 4(16,0) 2(11,8)
Neoplasia, n (%) 8(22,2) 6(24,0) 5(29,4)
Obesidad, IMC>30,n(%)  8(22,2) 1(4,0) 2(11,8)
Habito tabaquico, n(%) 6(16,7) 4(16,0) 5(29,4)
Alcoholismo, n(%) 3(8,3) 3(12,0) 1(5,9)
Pat.hepatica, n(%) 1(2,8) 0(0,0) 0(0,0)
Inmunosupresion, n(%) 2(5,6) 3(12,0) 0(0,0)
Cirugia urgente, n(%) 2(5,6) 12(50,0) 13(72,2)
PaO,FiO,(m+DE) 242,2(68,4) 244,9 (50,4) 174,5(50,4)
Cr (mg/dL) (m+DE) 0,9(0,3) 1,6(1,0) 2,2(1,2)
Bb (mg/dL) (m+DE) 0,7(0,5) 1,3(1,1) 1,1(0,8)
Lactato(mg/dL) (m+DE)  23,0(12,8) 26,7(25,6) 38,3(36,0)
PCT(ug/L) (mxDE) 0,6(0,8) 21,2(33,6) 31,1(34,8)
ScvO,(%)(m=DE) 73,6(8,2) 72,6(8,1) 70,2(8,9)
PCR(mg/dL) (m+DE) 57,0(65,3) 283,9(119,8) 235,5(94,3)
Na*(mEg/L) (m=DE) 135,3(18,0) 138,1(3,3) 130,9(26,0)
K*(mEg/L) (m+DE) 3,8(0,6) 5,6(9,1) 4,3(1,0)
Hto (%)(m+DE) 31,7(3,7) 29,5(4,9) 29,3(3,9)
Leucocitos/mm*(m+DE)  10502,6(5935) 16093,5(10851,6) 16263,9(9866,1)
Neutrofilos(%) (mtDE)  84,5(4,8) 86,3(4,5) 88,8(6,3)
Dias VM (m+DE) No 7.6(11,4) 45,0(17,5)
Dias UCl al Dx (m+DE)  2,2(4,7) 4,2(7,2) 3,9(4,9)
Dias Dx hasta éxitus No No 21,9(21,7)
(mxDE)
Dias en UCI(m+DE) 1,6(1,1) 35,0(119,1) 18,4(18,7)
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Dx, diagndstico; Pat. Cardiovasc: patologia cardiovascular; EPOC, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica; IRC, insuficiencia renal cronica; IMC, indice masa
corporal; Pat. Hepética, patologia hepética; Cr, creatinina; Bb, bilirrubina; PCT,
procalcitonina; ScvO, saturacion venosa mixta; PCR, proteina C reactiva; m *DE,

media+ desviacion estandar

Tabla 4. Niveles de inmunoglobulinas en los grupos de SIRS y Shock Séptico

SIRS SS, supervivientes  SS, fallecidos

(n=36) (n=24) (n=18)
IgG total 808,4(473,4)° 830,1(705,5)° 597,6(600,9)
lgG1 644,6(431,5) 657,1(632,3)? 368,6(357,9)
1gG2 53,5(65,9) 60,4(130,1) 49,2(108,2)
1gG3 69,0(72,9) 81,1(118,1) 52,1(101,1)
lgG4 12,1(14,7) 13,2(13,5) 16,1(19,3)
IgM 32,9(33,8) 33,0(72,4) 30,2(43,0)
IgA 182,1(100,4) 211,6(206,8) 162,2(125,7)

Los resultados se muestran como mediana (rango intercuartilico). Los valores normales
en adultos sanos son: 1gG (870-2180 mg/dL), 1gG1 (344-966 mg/dL), 1gG2 (133-622
mg/dL), 1gG4 (1-115 mg/dL), IgA (117-420 mg/dL), IgM (60-220 mg/dL).

% Diferencias estadisticamente significativas p<0.05 en pacientes con SS que fallecieron

Tabla 5. Regresion de COX para la mortalidad a 28 dias tras diagnostico

Anélisis univariante Anédlisis multivariante
IC 95% P IC 95% P
IgG total 0,27(0,10-0,74) ,011 0,16(0,03-0,82) ,028
lgG1 0,41(0,20-0,86) ,018 0,23(0,06-0,84) ,026
1gG2 0,35(0,12-0,99) 048 0,45(0,14-1,13) No S.
1gG3 0,31(0,10-0,95) ,040 0,20(0,03-1,15) 071
1gG4 0,47(0,12-1,83) 276 0,50(0,11-2,30) No S.
IgM 0,23(0,07-0,81) 022 0,11(0,01-0,93) 042
IgA 0,20(0,06-0,70) 012 0,05(0,01-0,19) 010
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IC, intervalo de confianza; No S, no significativo.
® Andlisis multivariante ajustado por edad, sexo, cirugia cardiaca/abdominal,
APACHEII y nimero de hemoderivados recibidos

DISCUSION

El perfil de los isotipos de inmunoglobulinas en shock séptico y
SIRS evidencian en primer lugar que IgE no tiene un papel relevante. Es un
resultado esperado ya que IgE esta principalmente implicada en la defensa
contra parasitos y tiene gran importancia en la fisiopatologia de la alergia y
el asma (171). Nuestros resultados evidencian que tanto los pacientes con
SIRS como los pacientes con shock séptico presentaban valores de la
mediana de 1gG total al diagndstico, compatible  con
hipogammaglobulinemia, atendiendo a los valores de normalidad de
nuestro laboratorio (tabla 4) .Sin embargo los pacientes con shock séptico
que finalmente murieron presentaron los niveles mas bajos de IgG total.

La I1gG humana puede subdividirse en cuatro clases: 1gG1, 1gG2,
IgG3 e IgG4 cada una de ellas cifrada en una region separada y constante a
nivel génico y esta ligada a una funcion bioldgica Unica. La cuantificacion
de subclases de IgG ha revelado que los pacientes con shock septico que
murieron mostraron niveles bajos de 1gG total, sobre todo a costa de una
disminucién de 1gG1, cuyos valores de la mediana estaban por debajo de la
normalidad (tabla 4) (172).

IlgG1l constituye la mayoria de la IgG total contribuyendo en un
66%, seguido de 1gG2 (24%), 19G3 (7%) (173-174) . En consecuencia
IgG1 constituye la fraccion mayoritaria de IgG total y una disminucion de
IgG1 da como resultado hipogammaglobulinemia (175), como de hecho
ocurre en nuestro estudio. Se induce generalmente la formacion de IgG1l e

IgG3 en respuesta a antigenos proteicos, mientras que los anticuerpos de
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IgG2 e 1gG4 estan asociados a antigenos polisacaridicos (171). IgG1l e
IgG3 son activadores clasicos del complemento (174). La activacién de la
cascada del complemento es un importante eliminador de patogenos
opsonizados (171). La deficiencia de IgG1l se asocia frecuentemente con
mayor susceptibilidad a la infeccion bacteriana. Hasta la fecha sin

embargo, no hay datos sobre el papel de las subclases de IgG en la sepsis.
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Figural9.Curvas de Kaplan Meier. Se calcularon los deciles desde percentil 10 a
percentil 90 de niveles de inmunoglobulinas al diagnostico y se usaron para comparar
los tiempos de supervivencia en aquellos pacientes con altas o bajas concentraciones de
inmunoglobulinas en plasma. El primer decil muestra diferencias significativas entre los
grupos basadas en el test Mantel-Haenzel, fue usado como punto de corte el percentil
30.Los resultados de este andlisis incluyen hasta el momento del fallecimiento. Tiempo

medido hasta dia 28. Cum Surv; supervivencia acumulada.

Comparando pacientes con SIRS y shock séptico no hemos
encontrado diferencias en otros subtipos de 1gG ni en los niveles de IgA o
IgM, aunque ambos grupos muestran niveles de 1gG2 e IgM por debajo de
los valores de referencia (tabla 4). Nuestros resultados muestran un
escenario de inmunodeficiencia asociado al SIRS y shock séptico. Mientras

que Venet et al (142), publican resultados similares a los nuestros para

101



EL ESTADO DE INMUNOCOMPETENCIA DETERMINA EL PRONOSTICO EN LOS PACIENTES SEPTICOS

shock septico, no encontramos informacion de niveles de inmunoglobulinas
enddgenas en SIRS.

El anélisis avala el potencial efecto protector de las
inmunoglobulinas producidas endégenamente en el shock séptico, asi como
se aprecia la relacion inversa entre los niveles de inmunoglobulinas y la
escala APACHE Il que mide severidad. La regresion univariante COX
refuerza el papel protector de las inmunoglobulinas en el shock séptico. El
analisis multivariante muestra que la 1gG total,IgG1 e IgA estan asociadas
de forma independiente con el aumento de probabilidad de supervivencia .
IgG 3 muestra una tendencia protectora también. IgA es muy importante en
cuanto a proteccion de mucosas frente a toxinas, virus y bacterias por
medio de neutralizacion directa o la prevencion de la unidn a la superficie
de la mucosa (171). IgM es una inmunoglobulina pentamérica secretada de
forma precoz en el curso de la infeccidén. IgM funciona opsonizando el
antigeno para destruirlo u fijar el complemento (171). En consecuencia,
niveles bajos de esta inmunoglobulina, podria disminuir el aclaramiento
bacteriano. Coutinho HB et al (176), publicaron una disminucion notable
de IgA e IgM en células plasmaticas de tejidos intestinales de pacientes con
sepsis abdominal.

La asociacion entre niveles de inmunoglobulinas y la supervivencia
no es dependiente de hemodilucion, asi lo respaldan los analisis
multivariantes. Por otro lado, el defecto de una subclase de
inmunoglobulinas podria ser primario, asociado a un defecto genético o
secundario a otras patologias, generalmente con un componente
inflamatorio (172-173), o como consecuencia de la existencia de un estado
previo de inmunodeficiencia derivado de la condicién critica de los

pacientes con shock séptico (72, 177).
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Figura 20.Curvas ROC de niveles de inmunoglobulinas al diagnéstico y prediciendo

supervivencia.

Una limitacion de nuestro estudio era la ausencia de datos de los
niveles de inmunoglobulinas durante el transcurso de la enfermedad en los
pacientes con SIRS o SS. El descubrimiento de respuestas especificas de
anticuerpos es una prueba de la inmunidad adaptativa contra la infeccion y
podria influir de forma importante en el prondstico. Nuestro estudio
demuestra claramente que los niveles de inmunoglobulinas enddgenas en
los primeros momentos del SS estan asociados a la severidad y prondstico,
apoyando su importante papel en la patogenia de esta entidad. La
evaluacion precoz de los niveles de inmunoglobulinas enddgenas en el SS
podria representar la oportunidad para implementar actuaciones médicas
precoces en estos pacientes con SS y mayor riesgo de fallecimiento. Un
metaanalisis reciente indica que el efecto del tratamiento con
inmunoglobulinas intravenosas en la mortalidad de los pacientes con SS
estd en el limite de la significacion estadistica con un alto grado de

heterogeneidad en los resultados del tratamiento entre los diferentes
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estudios (178). A la luz de nuestros resultados en las areas bajo las curvas
operativas para el receptor y las curvas Kaplan-Meier, medir los niveles de
inmunoglobulinas endoégenas 1gG total e IgGl en el momento del
diagndstico podria representar una oportunidad para mejorar el rendimiento
de los ensayos clinicos que evaltan las inmunoglobulinas intravenosas
como tratamiento en el shock séptico, ayudando a seleccionar mejor
aquellos pacientes que deben ser tratados. Ademas nuestro estudio
evidencia que ademas de la 1gG1l, otras subclases y subtipos de
inmunoglobulinas parecen jugar un papel beneficioso en el SS, que podria
explicar los mayores beneficios de la terapia sustitutiva de
inmunoglobulinas policlonales que aquellos tratamientos que Unicamente
contienen 1gG. Se requieren mas trabajos para evaluar el potencial papel
protector de las inmunoglobulinas endogenas no solo en SS sino también

en sepsis severa.

104



EL ESTADO DE INMUNOCOMPETENCIA DETERMINA EL PRONOSTICO EN LOS PACIENTES SEPTICOS

Anexo 1:

' N° CASOS
HALLAZGOS MICROBIOLOGICOS POSITIVOS

Bacteria Gram Positiva- Pulmon 5

Bacteria Gram Positiva - Abdominal

Bacteria Gram Positiva - Orina

Bacteria Gram Positiva - Catéter

Bacteria Gram Positiva - Sangre

Bacteria Gram Positiva - Exudado herida

Bacteria Gram Positiva - Liquido peritoneal

Bacteria Gram Positiva- Axila- Faringe - Recto

Bacteria Gram Positiva— Otra Localizacion

Bacteria Gram Negativa- Pulmon

Bacteria Gram Negativa - Abdominal

Bacteria Gram Negativa - Orina

Bacteria Gram Negativa - Catéter

Bacteria Gram Negativa - Sangre

Bacteria Gram Negativa - Exudado herida

= |60 |[O1 |k |W O N W w |Ihd o1 & |k |O

Bacteria Gram Negativa - Liquido peritoneal

[uny
N

Bacteria Gram Negativa - Axila- Faringe - Recto

Bacteria Gram Negativa - Otra Localizacion

Hongos- Pulmén

Hongos- Abdominal

Hongos- Orina

Hongos- Catéter

Hongos- Sangre

Hongos- Exudado herida

Hongos- Liquido peritoneal

Hongos - Axila- Faringe - Recto

w O | (kb O |0 W O |k |

Hongos - Otra Localizacion
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1. Desde el comienzo del shock séptico se secretan simultaneamente,

mediadores pro y antiinflamatorios.

2. De 17 citocinas analizadas, IL-8 es la Unica asociada con el aumento

de mortalidad a los 28 dias tras el diagndstico de shock séptico.

3. Los niveles de 1gG1, 1gG2, IgG3, IgM, IgA e IgG total se asocian de

forma independiente con la probabilidad de mortalidad a los 28 dias.

4. LalgG total, IgGL1 e IgA se comportan como factores protectores

independientes contra la mortalidad.
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ABSTRACT. The relationships between cytokine responses in septic shock are currently poorly understood. Some
studies have pointed to a biphasic model, with an initial proinflammatory phase, followed by a reactive, anti-
inflammatory response to explain the pathogenesis of the most severe form of sepsis. However, evidence for the
coexistence of both responses has been found. In this study, the plasma levels of 17 cytokines and chemokines, in 20
patients with septic shock, 11 patients with systemic inflammatory response syndrome (SIRS), during the first 24
hours following diagnosis, and 10 healthy controls, were analyzed and compared. Patients with septic shock showed
increased levels of IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1§3, IFN-y, GM-CSF and IL-10 compared to healthy controls. Patients
with SIRS showed higher levels of IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-13, G-CSF and IL-10 than controls. Patients with septic
shock showed higher levels of IL-8, GM-CSF, MIP-1f3 than those with SIRS. The Spearman test demonstrated a
positive association between the pro-inflammatory mediators IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1§3, IFN-y, GM-CSF and
the immunomodulatory cytokine IL-10 in septic shock. Consequently, correlation studies supported the notion
that secretion of pro- and anti-inflammatory mediators in septic shock occurs as a simultaneous immune response
program initiated early in the course of the disease, revealing that both types of cytokine play a role from the very
beginning of this life-threatening condition.

Key words: pro-inflammatory, anti-inflammatory, septic, shock, simultaneous

Sepsis is an uncontrolled, systemic, inflammatory response
which is a consequence of infection that, in its most
severe form (septic shock), causes organ dysfunction and
hypotension. Even today, septic shock remains associa-
ted with high mortality rates, presenting a challenge
for both physicians and researchers [1]. Involvement of
cytokine responses in the pathogenesis of sepsis tends
to be explained using a bi-phasic model, with an initial
state characterized by systemic production of inflam-
matory cytokines (IL-6, TNF-a,, IFN-y, IL-1), followed
by the secretion of anti-inflammatory mediators such
as IL-10 [2]. The early, pro-inflammatory state would
contribute to tissue damage and mortality, while the secon-
dary, anti-inflammatory phase (termed compensatory
anti-inflammatory response syndrome, CARS), would
induce an increased risk of secondary bacterial infection

* These authors contributed equally to this work.

[3]. However, evidence contradicting the existence of two
phases in the immune response in sepsis as a generalized
phenomenon, also exists [4].

A better understanding of the regulation and overall
balance between pro- and anti-inflammatory cytokine
responses in sepsis is essential in order to explain the
pathogenesis of this disease.

The emergence of several different approaches offers
an opportunity to profile simultaneously a wide range
of immune mediators, thus helping to obtain a clearer
picture of the ongoing host immune response [5]. An
analysis of systemic chemokine and cytokine levels
in serum from patients with septic shock or systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) was performed
using a 17-plex quantification kit. This allowed identi-
fication of the existence of simultaneous, antagonistic,
immune response signatures, early in the onset of septic
shock.
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DONORS AND METHODS

Patients and controls

Patients and controls were prospectively recruited from
the Intensive Care Unit (ICU) of the Hospital Clinico Uni-
versitario de Valladolid in Spain. Approval for the study
protocol for both the scientific and the ethical aspects
was obtained from the Scientific Committee for Clinical
Research of our Hospital. Recommendations of the the
American College of Chest Physicians/Society of Criti-
cal Care Medicine Consensus Conference were followed
in order to define SIRS and septic shock [6]. Severity of
illness was assessed by two different scores: the acute
physiology and chronic health evaluation (APACHE) II
score for the first 24 hours following diagnosis [7], and
the sequential organ failure assessment (SOFA) score [8].
Twenty patients with septic shock and eleven patients ful-
filling the criteria for SIRS were recruited for the study.
Ten healthy volunteers were recruited from the staff of the
University of Valladolid, and had an age range similar to
patients included in the study.

Samples and cytokine profiling

A single blood sample was obtained from each patient
or control in tubes containing ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) within the first 24 hours following diagnosis
of septic shock or SIRS. Plasma samples were obtained
after proper centrifugation and these were stored at -80°C
until cytokine profiling. Plasma chemokine and cytokine
levels were evaluated using the multiplex Biorad® 17
plex assay, following manufacturer’s instructions. This
system allows for quantitative measurement of 17 differ-
ent chemokines, cytokines, growth-factors and immune
mediators, while consuming only a small amount of
biological material. Furthermore, this system has good rep-
resentation of analytes for inflammatory cytokines, anti-
inflammatory cytokines, Thl cytokines, Th2 cytokines,
Th17 cytokines and chemokines, allowing for testing of
different levels of regulatory cytokines in patients’ plasma.
Limits of detection were as follows (pg/mL): IL-1b (2,4);
IL-6 (2,1); IL-8 (1,8); IL-7 (2,4); IL-17 (2.1); G-CSF (1,5);
MCP-1 (1,8); MIP-1b (1,4); IL-2 (1,3); IL-4 (0,2); IL-5
(2,5); IL-10 (1,8); IL-12(p70) (2,6); IL-13 (2,6); GM-CSF
(0,7); IFN-v (2,4); TNF-a (6,4).

Statistical analysis

The Mann-Whitney U test was employed for cytokine
comparison purposes, since the Saphiro-Wilk test demons-
trated the absence of normal distribution of the data, and
the Levene test demonstrated the absence of homogeneity
of variance in the compared groups. Correlation studies
between cytokine levels and clinical parameters were per-
formed by using the Spearman test. All statistical tests
were two-sided, and p<0.05 was considered significant.
Spearman correlation coefficients were also represented
as heat maps using the JColorGrid software (University of
California San Francisco and University of California
Berkeley) [9].
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RESULTS

Clinical and demographic characteristics
(table 1)

Patients were elderly individuals in both groups. The most
common co-morbidity was cardiovascular disease. The
most common immediate antecedent in the septic shock
group was abdominal surgery. Procalcitonin and C-reactive
protein levels were higher in the shocked patients com-
pared to those with SIRS (p<0.05), as were the leucocytes
counts (p<0.05).

Comparisons of immune mediator levels (figure 1)

IL-1B3, IL-7, IL-5, and IL-13 levels were below the limit
of detection of the method employed for each media-
tor in the vast majority of the patients studied. As a
consequence, they were not considered in the analysis.
Patients with septic shock demonstrated increased levels of
IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1, IFN-y, GM-CSF and IL-10
compared to healthy controls. Patients with SIRS showed
significantly higher levels of IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-13,
G-CSF and IL-10 compared to the control group. Seven
patients with septic shock showed detectable levels of
IL-17; the other seven showed increased levels of TNF-
a. Six patients from this group showed detectable levels
of IL-2 and IL-4, while three patients showed detectable
levels of IL-12p70. Only one patient with SIRS showed
detectable levels of IL-17 (13.9 pg/mL), while another
showed detectable levels of IL-2, IL-4, IL-12p70 and TNF-
« (data not shown). None of the controls had detectable
levels of IL-17, IL-2, IL-4, IL-12p70 or TNF-a. When
the levels of immune mediators were compared between
the septic shock group and the SIRS group, the shocked
group showed higher levels of IL-8, GM-CSF and MIP-13
(p<0.05).

Correlation of immune mediator levels (figure 2)

Correlation studies demonstrate a positive association
between levels of IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1[3, IFN-y, GM-
CSF and IL-10 in those patients with septic shock, with
Spearman correlation coefficients (r) >0.4. This positive
correlation demonstrates that these mediators are secreted
simultaneously in response to the insult leading to sep-
tic shock. In patients with SIRS, the following positive
correlations were found: [IL-6, IL-8), [IL-6, G-CSF], [IL-
8, IFN-v], [G-CSF, MCP-1], [MCP-1, MIP-1p3], with r
coefficients >0.5 (data not shown).

DISCUSSION

The presence of increased plasma levels of IL-6, IL-8,
MCP-1, MIP-1B, IFN-y and GM-CSF found in our
patients are in agreement with a previous study [10],
which reports the existence of a strong, systemic, pro-
inflammatory cytokine and chemokine response in the
most severe form of sepsis, septic shock. Most have already
been studied as biomarkers in sepsis [11]. These mediators
are chemotactic molecules that attract monocytes, neu-
trophils, T cells and macrophages to the injured tissues,
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Table 1
Clinical and demographic data.
Septic shock (n=20) SIRS (n=11)
Description
Gender (M/F) 12/8 9/2
Age (years) 68.00 (14.6) 76.6 (8.6)
Arterial hypertension (n) 7 9
Cardiopathy (n) 7 6
Diabetes mellitus (n) 1 1
Obesity (n) 0 1
Respiratory disease (n) 3 1
Cancer (n) 3 4
Renal disease (n) 3 0
Surgery (abdominal/cardiac/vascular) 15/5/0 5/5/1
Days at the CCU 12.00 (13.5) 1.00 (0.5)
Sampling day following admission to the CCU 6.00 (7.0) 1.00 (0.7)
Clinical status at diagnosis
APACHE score 22.24 (6.7) 9.00 (2.4)
SOFA score 7.70 (3.7) 3.36 (2.6)
Mechanical ventilation 18/20 9/11
Heart rate 112.00 (20.4) 86.00 (16.2)
Respiratory rate 14.53 (4.5) 13.90 (3.6)
Temperature 37.46 (1.4) 36.7 (1.1)
Average blood pressure (BP) 67.54 (11.3) 82.2 (10.1)
Noradrenaline 20/20 2/11
Analytical status at diagnosis
Hematocrit (%) 32.71 (6.6) 32.31 (5.0)
Leucocytes (number/mL) 17487.47 (10867.2) 11582 (4962.6)
Neutrophils (number/mL) 15431.2 (11120.8) 8475.1 (2768.9)
Procalcitonin 26.69 (38.7) 1.45 (3.4)
C Reactive Protein 184.2 (106.5) 45.9 (68.8)
Creatinine (mg/dL) 1.63 (1.1) 1.09 (0.4)
Patients with positive/negative microbiology cultures 18/2 0/11
Fatal outcome/survivors 11/9 1/10

playing not only a main role in fighting infection, but also
in the pathogenesis of acute and chronic diseases with a
strong inflammatory component [12]. At the same time,
our results provide new evidence of the coexistence of the
pro- and anti-inflammatory responses, as revealed by the
increased levels of IL-10 in plasma. IL-10 is a molecule
with immune-regulatory properties. Secretion of IL-10
in septic shock could represent an attempt to modulate
the pro-inflammatory response observed in this condition.
On the other hand, high levels of IL-10 could induce
a state of functional immunodeficiency, compromising
the host response to pathogens and the management of
infection [13].

Previous works using the multiplex approach (Bozza
et al. [5] and Mera et al. [14]) have revealed the relation-
ship between severe septic disease and increases in IL-6,
IL-8, MCP-1, IFN-v, IL-10. These studies also reported
increased levels of IL-4, IL-12p70 or TNF-a in those
patients with the worst outcomes. In spite of the fact that
we failed to find increased levels of these three cytokines
in all of our patients, they were found in some of them.
The small size of the cohort analyzed perhaps precluded
obtaining more robust results regarding these cytokines.
On the other hand, our results for GM-CSF and MIP-13
contradict, to a certain extent, those of Mera et al.
[14], since they found lower levels of these molecules in
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Figure 1

Immune mediator levels in healthy controls, SIRS and septic shock.

* Significantly different from the control. ** Significantly different from the the control and also the SIRS group (p<0.05).

patients with septic shock than in patients without shock.
The different location of the initial infection site (respira-
tory and urinary in the work of Mera et al. abdominal in
our work), could explain some differences in the profile of
the cytokines found. According to the result of this study,
increased levels of the Th17 cytokine, IL-17 in 35% of
the patients with septic shock might indicate a potential
role of this mediator in autoimmunity and antibacterial
defense [12], in some cases of severe septic disease.
Most importantly, association observations of immune
mediator levels in this study, confirm that both pro and anti-
inflammatory responses occur in a simultaneous manner.
In this sense, Cavaillon ef al. had already found positive
correlations between IL-8, MCP-1, MIP-b, RANTES and
IL-1ra, IL-10 in sepsis [15]. In agreement with the results
of Cavaillon et al., this study demonstrates that the simulta-
neous pro-inflammatory and anti-inflammatory responses
occur from the very first moments of onset of the disease.
The potential influence of this early, combined response
on further pathogenic events, such as the development of a
late phase of immunoparalysis [16], and also on mortality
[17, 18] remains to be elucidated, since the design of this
study did not include a follow-up of the patients.

Similarly to the results reported by Rodriguez-Gaspar
et al. [19], patients with SIRS also demonstrated signif-
icant increases in pro-inflammatory (IL-6, IL-8, MCP-1,
MIP-1B3, G-CSF) and anti-inflammatory mediators (IL-
10), compared to controls, although the increase in IL-10
levels was slight in these patients. The absence of pos-
itive correlations between pro-inflammatory mediators
and IL-10 in patients with SIRS could be a conse-
quence of the limited number of individuals included
in this group, or alternatively, to a less severe pro-
inflammatory state in SIRS compared to septic shock,
with a limited compensatory secretion of IL-10. The
absence of a suspected infection in SIRS could also explain
the differences in the cytokine profiles compared with
shock [20].

In conclusion, correlation studies for cytokine levels in
plasma, support the notion that secretion of pro- and
anti-inflammatory mediators in septic shock occurs as a
simultaneous, immune response program initiated early
in the course of the disease. The exact role of this
simultaneous response (detrimental or beneficial), in the
evolution of patients with sepsis is worth further investi-
gation.
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Figure 2
Heat map representing the Spearman coefficient (r) corresponding to the correlations found to be significant at the level p<0.05. Values of “r”
coefficients were represented using a grey scale. The figure was prepared using the Jcolorgrid software.
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Letter to the Editor

IL-8 and mortality prediction in post-
surgical septic shock

To the Editor:

We read with interest the article entitled ‘Mul-
tiplex cytokine profiling in patients with sep-
sis’, by Mera S and col (1). In this article, the
authors simultaneously measured in 30 septic
patients 17 cytokines during the first 7 days
following admission. The authors found in the
multivariate logistical regression analysis that
the initial levels of interleukin (IL)-8 were the
most predictive for fatal outcome.

Although the presence of septic shock in the
Mera and col cohort was limited to 9 of 30
patients, we actually tried to evaluate the prog-
nostic role of the same cytokines in a cohort
of patients with a more severe form of the dis-
ease. This way, we recruited 38 patients with
post-surgical septic shock. Patients were pro-
spectively recruited from our Intensive Care
Unit from January to December 2011. Recom-
mendations of the American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine
Consensus Conference were followed to define
septic shock (2). Approval for the study proto-
col for both the scientific and the ethical
aspects was obtained from the Scientific Com-
mittee for Clinical Research of our Hospital.
Informed consent was obtained directly from
the patients‘legal representative before enrol-
ment. A 5 mL Ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) tube was collected in the 24 first
hours following diagnosis of Septic Shock.
Twelve patients had suffered a cardiac surgery,
whereas 26 had suffered an abdominal surgery.
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Fifteen patients died during hospitalization at
the ICU. A positive bacterial or fungal infec-
tion was found in 27 patients in blood and/or
local culture. Six cases had an exclusive infec-
tion by a gram-positive bacteria; 10 cases had
an exclusive infection by a gram-negative bac-
teria; an exclusive fungal infection was found
in one patient; six patients had a combined
infection by gram-positive + gram-negative
bacteria; two patients had a combined infec-
tion by gram-negative bacteria + fungi; three
patients had a combined infection by gram-
positive, gram-negative bacteria and fungi. Six-
teen healthy volunteers working at our hospi-
tal of similar age were recruited as controls for
comparison purposes. The multiplex cytokine
kit was also a 17 plex kit purchased from Bio-
Rad (Hercules, CA, USA), including [IL-1b,
IL-2, IL-4, IL-5, 1L-6, IL-7, IL-8, 1L-10, IL-
12, 1L-13, IL-17, interferon-y, granulocyte
colony-stimulating factor, granulocyte macro-
phage colony-stimulating factor, monocyte
chemotactic protein (MCP-1), macrophage
inflammatory protein (MIP)-1b and tumour
necrosis factor (TNF)-a].

Mann—Whitney  U-test evidenced that
patients with septic shock had higher plasma
levels of IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, MCP-1 and
MIP-1B than controls, independently of their
final outcome (data not shown). Patients who
died had significant higher levels of IL-8 and
MCP-1 at the moment of diagnosis than those
who survived [median, interquartile rank (pg/
mL) in survivors and fatal cases]: 1L-8 [(80.8,
172.4); (158.6, 217.9)] (Fig. 1); MCP-1 [(148.4,
441.7); (346.8, 1347.7)] (p < 0.05). Patients

L8 P75
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=" "= PTS

Fig. 1. (A) Interleukin (IL)-8 levels at diagnosis of septic shock depending on the final outcome (B) Survival
curves depending on IL-8 levels at diagnosis of septic shock. (C) Receiver operating characteristic curves of

IL-8 levels at diagnosis predicting mortality.
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who died were in turn older and presented at
the ICU with higher Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation II (APACHE II)
scores (mean, SD): age (years) in survivors
(68.0, 14.3); age (years) in fatal cases (75.2,
11.7); APACHE 1II in survivors (13.2, 5.5);
APACHE 1I in fatal cases (18.4, 3.6). Multi-
variate Cox regression analysis adjusted by
(age) and (APACHE II score) showed that IL-8
was the only cytokine associated with increased
risk of mortality at 28 days following diagnosis
of septic shock [Hazard ratio, (CI 95%), pl:
[2.91 (1.04-8.13), 0.041)] Nonetheless, in the
same analysis, MCP-1 behaved also as a risk
factor for mortality, but at the level p < 0.1
(not statistically significant, data not shown).
Logarithmic concentrations of the cytokines
were employed in the regression analysis to sat-
isfy the linearity assumption. Kaplan—Meier
survival curves evidenced that the patients
showing IL-8 Ilevels below percentile 75
(257 pg/mL) of the values of the cohort evalu-
ated survived longer {survival mean time in
days [CI 95%]: (<percentile 75) [25.3 (23.0-
27.7)]; (>percentile 75) [17.8 (9.8-25.7)]}
(Fig. 1). Finally, receiver operating characteris-
tic curve analysis evidenced that IL-8 showed a
good association with mortality, with an area
under the curve of 0.72 (p = 0.022) (Fig. 1).

Patients with positive microbiological identi-
fication showed no significant differences in
the proportion of patients with fatal outcome
as assessed by Chi-squared test or in IL-8 lev-
els in plasma (Mann—Whitney test) compared
to those with absence of positive microbiologi-
cal identification (data not shown).

Our results are in agreement with those
found by Fujishima et al. (3), who reported
that an initially detectable level of circulating
IL-8 predict a high mortality in sepsis. Bozza
et al. (4) and Marty et al. (5) had also linked
IL-8 to unfavourable outcome in sepsis. In a
cohort of patients included in controlled trials
of ventilator strategy for acute lung injury,
Calfee et al. found that plasma levels of IL-
8 > or = 220 pg/mL were significantly associ-
ated with death at 28 days, although receiver
operating characteristic analysis found a poor
correlation between IL-8 and mortality (area
under the curve of 0.59) (6). Differences in the
composition of the patients‘cohort (surgical/
medical origin) could explain the differences

2

observed on the prognostic role of this
mediator.

Interleukin-8 is a pro-inflammatory CXC
chemokine. IL-8 is produced by many cell
types after stimulation by IL-1, TNF, or
microbial products such as endotoxins (5).
This chemokine promotes angiogenesis, as well
as neutrophil migration and activation (7). IL-
8 may recruit neutrophils to vital organs,
which in turn could release mediators involved
in the pathogenesis of sepsis (3).

In conclusion, our results confirm the pre-
dictive role of IL-8 also in the most severe sce-
nario of sepsis, septic shock, supporting their
important implication in the pathophysiology
of this disease.
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Abstract

Purpose: There is increasing evidence on the relationship between endogenously produced
immunoglobulins and the clinical outcome in septic shock (SS).

Materials and methods: Levels of immunoglobulin G (IgG) subclasses, immunoglobulin A (IgA),
immunoglobulin M (IgM), and immunoglobulin E were measured in plasma from 42 patients with SS
and in 36 patients with systemic inflammatory response syndrome at diagnosis. Association of
immunoglobulins levels with disease severity and outcome was evaluated.

Results: Eighteen patients with SS finally died. Both patients with systemic inflammatory response
syndrome and SS showed subnormal levels of total IgG, IgG2, and IgM. Patients with SS who died
showed the lowest levels of total IgG and IgG1. Total IgG, IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, and IgA correlated
inversely with Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II score in SS. Univariate Cox
regression analysis showed that levels of IgG1, 1gG2, IgG3, IgM, IgA, and total IgG were inversely
associated to the probability of death at 28 days. Multivariate analysis showed that IgG1, total IgG, IgM,
and IgA behaved as independent protective factors against mortality (hazard ratio, P): 0.23, 0.026; 0.16,
0.028; 0.11, 0.042; 0.05, 0.010, respectively, whereas 1gG3 showed a protective trend also.
Conclusions: Our study evidenced that, in addition to IgG1, other major endogenous immunoglobulins
isotypes and subclasses seem to play a beneficial role in SS.
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1. Introduction

There is increasing evidence on the relationship between
endogenously produced immunoglobulins and prognosis in
septic shock (SS). Recently, Venet et al [1] reported low
plasma levels of immunoglobulin G (IgG) and immuno-
globulin M (IgM) in patients with SS in the first 4 days of the
disease course, with no association with mortality, morbid-
ity, or severity. In turn, we have recently reported decreased
levels of IgG in plasma from patients with SS with fatal
outcome [2]. Taccone et al [3] demonstrated in a pilot study
the existence of persistent low concentration of y-globulins,
especially IgG, in patients with community-acquired SS,
associated to greater vasopressor requirements, acute
respiratory distress syndrome, and higher mortality.

In spite of the available evidence on the relationship
between immunoglobulin levels in the early stages of SS
and disease outcome, results on the potential beneficial role
of replacement therapies with intravenous immunoglobulin
(IVIG) in sepsis are actually controversial. The meta-
analysis performed by Laupland et al [4] demonstrated an
overall reduction in mortality with the use of IVIG for the
adjunctive treatment of severe sepsis and SS in adults. On
the contrary, the SBIT study found that IVIG did not
reduce mortality in a cohort of septic patients whose
severity was defined by clinical scores [5]. Polyclonal
immunoglobulins preparation enriched with immunoglobu-
lin A (IgA) and IgM seem to provide better results in
reducing mortality compared with preparations containing
only IgG [6]. Lack of information on endogenous
immunoglobulin isotypes levels before treatment is the
general rule in these studies. In addition, there is a great
absence of information on the individual role of IgG
subclasses in SS. Here, we evaluated in a cohort of 42
patients, the association between levels in plasma of IgG
subclasses, IgA, and IgM with severity of SS at diagnosis
and clinical outcome.

2. Materials and methods
2.1. Patients

Patients with SS or systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) were prospectively recruited from the
Reanimation Unit of the Hospital Clinico Universitario de
Valladolid in Spain from January to December 2011.
Recommendations of the American College of Chest
Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus
Conference were followed to define SS and SIRS [7].
Approval for the study protocol for both the scientific and
the ethical aspects was obtained from the Scientific
Committee for Clinical Research of our hospital.
Informed consent was obtained directly from each patient
before enrollment.

2.2. Sample collection and immunoglobuling
quantification

A 5-mL EDTA tube was collected in the 24 first hours
following diagnosis of SIRS or SS. The tubes were
appropriately centrifuged, and plasma was obtained and
stored at —80°C until immunoglobulin quantification. Levels
of IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, IgA, IgM, and immunoglobulin
E (IgE) in plasma were measured by using a multiplex
Immunoglobulin Isotyping kit purchased to Biorad TM
(Hercules, CA, USA) on a Luminex platform.

2.3. Microbiology

Standard cultures in biological samples guided by
the presumptive source of the septic insult were
performed to assess the presence of bacterial and
fungal infection [8]. Potentially contaminant microor-
ganisms were not considered.

2.4. Statistical analysis

For the demographic and clinical characteristics of the
patients, differences between groups were assessed using
the x? test for categorical variables and the Mann-Whitney
U test for continuous variables when appropriate. We
determined the hazard ratio (HR) and 95% confidence
interval by Cox regression analysis, which was used to
assess the impact of immunoglobulin levels on mortality
over time. In addition to immunoglobulin levels, the
following independent variables were introduced in the
regression analysis as covariables: age, sex, cardiac/
abdominal surgery, Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation (APACHE) II score, number of hemoderivative
units received, and number of failing organs. The number
of failing organs was calculated based on the variables
included in the Sequential Organ Failure Assessment score
(respiratory, coagulation, liver, cardiovascular, central
nervous system, renal) [9]. A Sequential Organ Failure
Assessment score of 3 or 4 in a given variable was
considered as organ failure. Logarithmic concentrations of
the immunoglobulins evaluated and logarithmic values of
APACHE-II score were used in the regression analysis to
satisfy the linearity assumption. We determined the
occurrence of death by using Kaplan-Meier curves.
Groups were compared by the log-rank test (Mantel-
Haenzel). The accuracy and the predictive values of the
immunoglobulins analyzed for survival were studied by
calculating areas under the receiver operating characteristic
curve. Correlation studies between immunoglobulin levels
and APACHE II score were performed using the
Spearman-Karber test. All statistical tests were 2 sided,
and P < .05 was considered significant. Data analysis was
performed using SPSS for Windows version 15.0 software
(SPSS, Chicago, IlI).
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3. Results
3.1. Clinical characteristics

All patients had cardiac surgery (valvular replacement
or coronary revascularization) or abdominal surgery
(Table 1). Eighteen patients with SS finally died. Most
patients were elderly males, although those with SS who
died were slightly older. The most common clinical
antecedent was cardiovascular disease and high blood
pressure. Necessity of urgent surgery was more frequent in
the SS group. Forty-two patients with SS showed
respiratory and cardiovascular failure (100%), 16 showed
renal failure (38%), and 2 showed severe coagulation
alterations (4%). Those patients with SS who died showed
worse respiratory conditions and stayed under mechanical
ventilation for longer. Lactate and procalcitonin levels
were higher in those patients with SS who died.
Microbiologic findings were as showed in the supplemen-
tary file 1.

3.2. Immunoglobulin levels and association with
severity at diagnosis

Immunoglobulin E was below the detection limit of the
employed kit and, in consequence, was not included in the
analysis. Correlation analysis showed that levels of total IgG,
IgG1, 1gG2, 1gG3, IgG4, and IgA were inversely associated
to APACHE I score at diagnosis of SS (r coefficient, P):
—0.495, 0.001; —0.489, 0.001; —0.366, 0.017; —0.404,
0.008; —0.297, 0.050; —0.300, 0.050, respectively. Levels
of IgG subclasses, IgM, and IgA correlated positively with
each other (data not shown).

3.3. Immunoglobulin levels and association
with mortality

Mann-Whitney U test revealed that patients with SS who
died showed significantly lower levels of [gG1 and total IgG
compared with those patients with SIRS and those with SS
who survived (Table 2). Univariate Cox regression analysis

Table 1  Clinical characteristics of the patients with SIRS and SS

SIRS (n = 36) SS, survivors (n = 24) SS, fatal (n = 18)
Age (y) (mean £ SD) 66.7 (13.0) 68.3 (14.4) 74.8 (11.3)
Sex (male/female) 24/12 17/7 13/5
APACHE 1I at diagnosis (mean + SD) 10.2 (3.2) 13.0 (5.6) 18.4 (3.5)
Cardiac/abdominal surgery 22/ 14 11/ 14 5/12
Diabetes, n (%) 9 (25.0) 8 (33.3) 3 (16.6)
Cardiovascular disease, n (%) 22 (61.1) 11 (45.8) 7 (38.8)
COPD, n (%) 6 (16.7) 5(20.8) 5 (20.8)
Hypertension, n (%) 19 (52.8) 16 (66.6) 9 (50.0)
Chronic kidney disease, n (%) 3 (8.3) 4 (16.0) 2 (11.8)
Neoplasia, n (%) 8 (22.2) 6 (24.0) 5(29.4)
Obesity (BMI >30), n (%) 8 (22.2) 1 (4.0) 2 (11.8)
Smoking habit, n (%) 6 (16.7) 4 (16.0) 5(294)
Alcoholism, n (%) 3 (8.3) 3 (12.0) 1(5.9)
Chronic liver disease, n (%) 1(2.8) 0 (0.0) 0 (0.0)
Immunosuppression, n (%) 2 (5.6) 3 (12.0) 0 (0.0)
Urgent surgery, n (%) 2 (5.6) 12 (50.0) 13 (72.2)
Pao,/F10, (mean £ SD) 242.2 (68.4) 244.9 (50.4) 174.5 (50.4)
Creatinine (mg/dL) (mean + SD) 0.9 (0.3) 1.6 (1.0) 2.2 (1.2)
Bilirubin (mg/dL) (mean + SD) 0.7 (0.5) 1.3 (1.1) 1.1 (0.8)
Lactate (mg/dL) (mean + SD) 23.0 (12.8) 26.7 (25.6) 38.3 (36.0)
Procalcitonin (ug/L) (mean + SD) 0.6 (0.8) 21.2 (33.6) 31.1 (34.8)
ScvO, (%)(mean = SD) 73.6 (8.2) 72.6 (8.1) 70.2 (8.9)
CRP (mg/dL) (mean + SD) 57.0 (65.3) 283.9 (119.8) 235.5 (94.3)
Na + (mEq/L) (mean + SD) 135.3 (18.0) 138.1 (3.3) 130.9 (26.0)
K + (mEg/L) (mean + SD) 3.8 (0.6) 5.6 (9.1) 4.3 (1.0)
Hematocrit (%)(mean + SD) 31.7 (3.7) 29.5 (4.9) 29.3 (3.9)
Leukocytes/mm® (mean % SD) 10502.6 (5935.0) 16093.5 (10851.6) 16263.9 (9866.1)
Neutrophils (%) (mean + SD) 84.5 (4.8) 86.3 (4.5) 88.8 (6.3)
Duration of mechanical ventilation (d) (mean + SD) NA 7.6 (11.4) 15.0 (17.5)
Days from ICU admission to diagnosis (mean + SD) 2.2 (4.7) 4.2 (7.2) 3.9 (4.9)
Days from diagnosis to death (mean + SD) NA NA 21.9 (21.7)
Length of ICU stay (d), (mean + SD) 1.6 (1.1) 35.0 (119.1) 18.4 (18.7)

COPD indicates chronic obstructive pulmonary disease; BMI, body mass index; ScvO,, central venous oxygen saturation; CRP, C-reactive protein.
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Table 2 Tmmunoglobulin levels in the SIRS and SS groups
(mg/dL)
SIRS SS (survivors)  SS (death)
(n=36) (n=24) (n=18)
IgG (total)  808.4 (473.4)°  830.1 (705.5)*  597.6 (600.9)
IgG1 644.6 (431.5)*  657.1 (632.3)* 368.6 (357.9)
IgG2 53.5 (65.9) 60.4 (130.1) 49.2 (108.2)
IgG3 69.0 (72.9) 81.1 (118.1)  52.1 (101.1)
1G4 12.1 (14.7) 13.2 (13.5) 16.1 (19.3)
IgM 32.9 (33.8) 33.0 (72.4) 30.2 (43.0)
IgA 182.1 (100.4)  211.6 (206.8)  162.2 (125.7)

Results are provided as (median [interquartile rank]). Normal values in
adult healthy individuals are as follows: IgG (870-2180 mg/dL), IgG1
(344-966 mg/dL), 1gG2 (133-622 mg/dL), IgG3 (12-138 mg/dL), IgG4
(1-115 mg/dL), IgA (117-420 mg/dL), IgM (60-220 mg/dL).

 Significant differences with patients with SS who died at the level
P <.05.

in the SS group showed that levels of IgGl, 1gG2, 1gG3,
IgM, IgA, and total IgG were inversely associated to the
probability of death at 28 days following diagnosis (Table 3).
Multivariate analysis showed that IgG1, total IgG, IgM, and
IgA behaved as independent protective factors against
mortality (P < .05), whereas IgG3 showed the same trend
(P <.1) (Table 3). Kaplan-Meier curves evidenced that those
patients with SS with IgGl and total IgG values below
percentile 30 (P30) died earlier than those with values over
P30 (Fig. 1). Survival times were as follows (mean, 95%
confidence interval): patients less than P30, 19.2 days (13.5-
24.8); patients more than P30, 24.5 days (21.5-27.5), for both
IgG1 and total IgG. Percentile 30 was 356 mg/dL for IgGl
and 484 mg/dL for total IgG (Fig. 1). Receiver operating
characteristic curve analysis showed that [gG1 and total IgG
were the best immunoglobulins for predicting survival, with
an area under the curve of 0.73 (P =.01) for [gG1 and of 0.71
(P = .02) for total IgG (Fig. 2).

Table 3  Cox regression analysis for mortality at 28 days
following diagnosis

Univariate analysis Multivariate analysis *

HR (95% P HR (95% P

confidence confidence

interval) interval)
Total IgG  0.27 (0.10-0.74) .011 0.16 (0.03-0.82) .028
1gGl1 0.41 (0.20-0.86) .018 0.23 (0.06-0.84) .026
1gG2 0.35 (0.12-0.99) .048 0.45(0.14-1.43) NS
1gG3 0.31 (0.10-0.95) .040 0.20 (0.03-1.15) .071
1gG4 0.47 (0.12-1.83) .276  0.50 (0.11-2.30) NS
IgM 0.23 (0.07-0.81) .022 0.11 (0.01-0.93) .042
IgA 0.20 (0.06-0.70) .012 0.05 (0.01-0.49) .010

# Multivariate analysis adjusted by age, sex, cardiac/abdominal
surgery, APACHE 1I score, and number of hemoderivative units
received.

4. Discussion

Immunoglobulin isotypes profiling in SS and SIRS
evidenced first of all that IgE does not seem to play any
significant role in these conditions. It is somehow an expected
result because IgE is mainly involved in the defense against
parasites and plays a central role in the physiopathology of
allergy and asthma [10]. In addition, our results evidenced
that either patients with SIRS or SS had median levels of total
IgG at diagnosis consistent with hypogammaglobulinemia,
attending to the reference values of normality in our
laboratory (Table 2). Nonetheless, patients with SS who
finally died showed the lowest levels of total IgG.

Human IgG can be subdivided into 4 subclasses, 1gG1,
IgG2, I1gG3 and IgG4, each encoded by a separate constant
(C) region gene and endowed with unique biological and
functional properties. Measurement of IgG subclasses
revealed that the low levels of total IgG observed in SS
patients who died were mostly due to diminution of IgGl,
which median levels were in the lower limit of normality
(Table 2) [11].

Immunoglobulin G1 makes up most of the total IgG (66%),
followed by IgG2 (24%), IgG3 (7%), and 1gG4 (3%) [12,13].
In consequence, IgG1 accounts for the major fraction of total
IgG, and a decrease in IgG1 normally results in hypogamma-
globulinemia [ 14], which occurs in our study. Immunoglobulin
G1 and IgG3 are generally induced in response to protein
antigens, whereas IgG2 and IgG4 antibodies are associated
with polysaccharide antigens [10]. Immunoglobulin G1 and
IgG3 are efficient activators of the classical complement
pathway [12]. Activation of the complement cascade is an
important means of clearance of opsonized pathogens [10]. In
fact, deficiency of IgG1 is often, although not invariably,
associated with susceptibility to bacterial infections. However,
to our current knowledge, there is no available information on
the role of IgG subclasses in sepsis.

Interestingly, comparing patients with SIRS and SS, we
found neither significant differences in the levels of the other
IgG subclasses nor in the levels of IgA or IgM, although both
showed levels of IgG2 and IgM under normal reference
values (Table 2). Our results draw a picture of humoral
immunodeficiency associated to the state of SIRS and SS.
Although Venet et al [1] had already reported similar results
for SS, we have found no available information on
endogenous immunoglobulin levels in SIRS.

Correlation analysis supported the potential protective
effect of endogenously produced immunoglobulins in SS, as
indicated in the inverse association found between immu-
noglobulin levels and APACHE II score for severity.
Univariate Cox regression analysis reinforced the rationale
on the protective role of immunoglobulins in SS. In the
multivariate analysis, total IgG, IgGl, IgM, and IgA were
independently associated with increased probability of
survival, with IgG3 also showing a protective trend.
Immunoglobulin A is critical at protecting mucosal surfaces
from toxins, viruses, and bacteria by means of direct
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neutralization or prevention of binding to the mucosal
surface [10]. Immunoglobulin M is a pentameric immuno-
globulin secreted early in the course of infection. Immuno-
globulin M functions by opsonizing (coating) antigen for
destruction and fixing complement [10]. Consequently, low
levels of this immunoglobulin could preclude bacterial
clearance. Coutinho et al [15] reported noticeable reductions
in numbers of IgA and IgM plasma cells in intestinal tissues
from patients with intra-abdominal sepsis.

The association between immunoglobulins levels with
survival was not dependent on hemodilution, as supported
in the multivariate analysis. Otherwise, a subclass/isotype
defect may be primary, associated with a genetic defect, or
secondary to other diseases, often with an inflammatory
component [11,12], or alternatively results as a conse-
quence of the existence of a previous state of immunode-
ficiency derived from the critical condition with SS
patients [16,17].

One limitation of our study was the absence of data on
immunoglobulin levels along the disease course in both
patients with SIRS and SS. Development of specific
responses of antibodies is a major landmark of the adaptive
immunity against infection and could strongly influence
prognosis. Nonetheless, our study clearly demonstrates that
endogenous immunoglobulin levels in the very early stages
of SS are associated to disease severity at diagnosis and also
with outcomes, consequently supporting their important
pathogenic role in this disease. Early evaluation of
endogenous immunoglobulin levels in SS could thus
represent an opportunity for implementing early medical
interventions in those patients with SS at a higher risk for
death. This way, a recent meta-analysis indicates that the
treatment effect of IVIG on mortality for patients with SS is
borderline significant with a large degree of heterogeneity in

treatment effect in individual studies [18]. In light of our
results in the areas under the receiver operating characteristic
and Kaplan Meier analysis, measuring endogenous levels of
total IgG and IgG1 at diagnosis could present an opportunity
to improve the render of clinical assays evaluating IVIG as
treatment in SS, helping to better select those patients to be
treated. Nonetheless, our study evidenced that, in addition to
IgG1, other major endogenous immunoglobulins isotypes
and subclasses seem to play a beneficial role in SS, which
could explain the higher benefit of substitutive polyclonal
immunoglobulins in this disease over those preparations
containing only IgG. Further works are warranted to evaluate
the potential protective role of endogenous immunoglobulins
not only in SS but also in severe sepsis.

Supplementary materials related to this article can be
found online at http://dx.doi.org/10.1016/j.jcrc.2012.08.004.

Acknowledgments

The authors wish to acknowledge Veronica Iglesias for
their technical support and Alicia San Jose for assistance
with language aspects. This study was possible thanks to the
financial support obtained from “Fondo de Investigaciones
Sanitarias, FIS -Proyectos de Investigacion Sanitaria”
(Spain) (PI 10/01362).

References

[1] Venet F, Gebeile R, Bancel J, et al. Assessment of plasmatic
immunoglobulin G, A and M levels in septic shock patients. Int
Immunopharmacol 2011;11:2086-90.


image of Fig.�2

622

E. Tamayo et al.

[2] Andaluz-Ojeda D, Iglesias V, Bobillo F, et al. Early natural killer cell
counts in blood predict mortality in severe sepsis. Crit Care 2011;15:
R243.

[3] Taccone FS, Stordeur P, De Backer D, et al. Gamma-globulin levels in
patients with community-acquired septic shock. Shock 2009;32:
379-85.

[4] Laupland KB, Kirkpatrick AW, Delaney A. Polyclonal intravenous
immunoglobulin for the treatment of severe sepsis and septic shock in
critically ill adults: a systematic review and meta-analysis. Crit Care
Med 2007;35:2686-92.

[5] Werdan K, Pilz G, Bujdoso O, et al. Score-based immunoglobulin G
therapy of patients with sepsis: the SBITS study. Crit Care Med
2007;35:2693-701.

[6] Kreymann KG, de Heer G, Nierhaus A, et al. Use of polyclonal

immunoglobulins as adjunctive therapy for sepsis or septic shock. Crit

Care Med 2007;35:2677-85.

Bone RC, Balk RA, Cerra FB, et al. Definitions for sepsis and organ

failure and guidelines for the use of innovative therapies in sepsis. The

ACCP/SCCM Consensus Conference Committee. American College

of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine. 1992. Chest

2009;136:€28.

Lennette EHHW, Shadomy HJ. Manual of clinical microbiology.

Washington, DC: American Society for Microbiology; 1985.

p. 160-200.

Ferreira FL, Bota DP, Bross A, et al. Serial evaluation of the SOFA

score to predict outcome in critically ill patients. JAMA 2001;286(14):

1754-8.

[7

—

[8

=

[9

[}

[10] Schroeder Jr HW, Cavacini L. Structure and function of immuno-
globulins. J Allergy Clin Immunol 2010;125:S41-52.

[11] Rose ME, Lang DM: Evaluating and managing hypogammaglobuli-
nemia. Cleve Clin J Med 73:133—137, 140, 143—134, 2006.

[12] Pan Q, Hammarstrom L. Molecular basis of IgG subclass deficiency.
Immunol Rev 2000;178:99-110.

[13] Blaecse RM WI: IgG subclass deficiency and specific antibody
deficiency. Patient & Family Handbook for Primary Immunodeficien-
cy Diseases Immune Deficiency Foundation In Towson MD, ed 51—
53, 2007.

[14] Driessen G, van der Burg M. Educational paper: primary antibody
deficiencies. Eur J Pediatr 2011;170:693-702.

[15] Coutinho HB, Robalinho TI, Coutinho VB, et al. Intra-abdominal
sepsis: an immunocytochemical study of the small intestine mucosa. J
Clin Pathol 1997;50:294-8.

[16] Monneret G, Venet F, Kullberg BJ, et al. ICU-acquired immunosup-
pression and the risk for secondary fungal infections. Med Mycol
2010;49(Suppl. 1):S17-23.

[17] Monneret G, Venet F, Pachot A, et al. Monitoring immune
dysfunctions in the septic patient: a new skin for the old ceremony.
Mol Med 2008;14:64-78.

[18] Soares MO, Welton NJ, Harrison DA, et al. An evaluation of the
feasibility, cost and value of information of a multicentre randomised
controlled trial of intravenous immunoglobulin for sepsis (severe
sepsis and septic shock): incorporating a systematic review, meta-
analysis and value of information analysis. Health Technol Assess
2012;16:1-186.



Supplementary file 1:

Number of
Microbiological findings positive
cases

Gram Positive bacteria- Lung

Gram Positive bacteria- Abdominal

Gram Positive bacteria- Urine

Gram Positive bacteria- Catheter

Gram Positive bacteria- Blood

Gram Positive bacteria- Wound Exudate

Gram Positive bacteria- Peritoneal Liquid

Gram Positive bacteria- Axilla- Pharynx - Rectum

Gram Positive bacteria- Other Location

Gram Negative bacteria- Lung

Gram Negative bacteria- Abdominal

Gram Negative bacteria- Urine

Gram Negative bacteria - Catheter

Gram Negative bacteria- Blood

Gram Negative bacteria- Wound Exudate

Gram Negative bacteria- Peritoneal Liquid

Gram Negative bacteria - Axilla- Pharynx - Rectum

Gram Negative bacteria- Other Location

Fungi- Lung

Fungi- Abdominal

Fungi- Urine

Fungi- Catheter

Fungi- Blood

Fungi- Wound Exudate

Fungi- Peritoneal Liquid

Fungi - Axilla- Pharynx - Rectum

OOOOI—\OOOOOI—\OOK;I—\CD(NI—\OJO\IOOOJI\)(NOI—\OOCH

Fungi - Other Location





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 15%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Coated FOGRA27 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Remove
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (Coated FOGRA27 \050ISO 12647-2:2004\051)
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /DetectCurves 0.100000
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveFlatness false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFXOutputConditionIdentifier (FOGRA27)
  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU <FEFF00530065007400740069006e006700730020006f00660020004a004c00450020002d002d00200043006f0072006c00650074005f00500072006500730073005f00560038>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        28.346460
        28.346460
        28.346460
        28.346460
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (Coated FOGRA27 \(ISO 12647-2:2004\))
      /DestinationProfileSelector /UseName
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName <FEFF005B004800610075007400650020007200E90073006F006C007500740069006F006E005D>
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /UseName
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [566.929 822.047]
>> setpagedevice


