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RESUMEN

La infeccién por gripe causa anualmente un exceso de morbimortalidad a nivel mundial. A
pesar de ser concebida como una enfermedad leve, su evolucion fatal en ciertos pacientes es
rapidamente progresiva. La patogenia de la infeccién por el virus de la gripe depende de la
virulencia viral y la respuesta del huésped. La deteccién precoz de los casos que evolucionaran
de forma grave es crucial para su prondstico ya que permite su ingreso en UCI y el inicio
precoz de las medidas de soporte y tratamiento especifico. Objetivo: evaluar la utilidad
pronéstica de biomarcadores (MR pro-ADM, PCT, PCR, ferritina), parametros de la
inmunidad innata y adquirida en pacientes adultos con sepsis grave de origen pulmonar debido
a neumonia por virus de la influenza. Material y métodos: Estudio prospectivo,
observacional y multicéntrico. Se incluyeron pacientes adultos que ingresaron en las UCIs de
cinco hospitales con el diagndstico de sepsis grave por neumonia por virus de la influenza. Se
determinaron niveles de biomarcadores (MR-proADM, PCR, PCT), las subpoblaciones de
linfocitos, la expresion de HLA-DR en células CD14 +, ferritina y otras proteinas relacionadas
al ingreso. Se analiz6 su relacion con el prondstico de severidad y mortalidad. Resultados: Se
incluyeron 122 pacientes con neumontia grave ingresados en la UCI (75 HIN1, 33 H3N2 y 14
B) y 61 con menor gravedad como grupo control. También se compararon con un grupo de
neumonias bacterianas y por otros virus, incluyendo un grupo con neumonia grave por SARS-
CoV-2. Los valores de MR pro-ADM, PCT y PCR fueron estadisticamente superiores en los
pacientes ingresados por neumonia por gripe respecto a los no ingresados en la UCI,
manteniendo esa diferencia en el subgrupo HINT1. Los valores de MR-proADM, PCT y PCR
fueron estadisticamente superiores en los pacientes no supervientes respecto a los
supervivientes, en el grupo total de gripes y en HIN1. La MR-proADM presenta en el analisis
de curva ROC la mayor AUC para la prediccion de severidad y mortalidad, siendo también la
unica estadisticamente significativa en el analisis de la curva de mortalidad de Kaplan Meyer.
Los pacientes ingresados en la UCI respecto a los no ingresados presentan una disminucion
significativa de linfocitos, monocitos y NK CD56+, una expresiéon disminuida de HLA-DR y
un aumento de los niveles de ferritina. Esta diferencia se mantiene en la comparacién por
supervivenica. En el estudio de las curvas ROC para la severidad la HLA-DR tiene la mayor
AUC seguida de la ferritina. La ferritina tiene la mayor AUC para la prediccién de mortalidad.
Conclusiones: Los niveles iniciales plasmaticos de MR-proADM, PCR y PCT son efectivos
para determinar el resultado desfavorable y el riesgo de ingreso en la UCI y la mortalidad en
pacientes con neumonia por el virus de la influenza, siendo la MR-proADM la que presenta un
mayor poder de prediccion en el analisis de la curva ROC y de supervivencia. La alteracion
precoz de la inmunidad condiciona el prondstico y supervivencia de los pacientes con
neumonia por influenza, sobre todo la disminucién de la expresion de HLA-DR en monocitos
CD14+ y los valores altos de ferritina.
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RESUM

La infecci6 per grip causa anualment un excés de morbimortalitat a nivell mundial. Tot i ser
concebuda com una malaltia lleu, la seva evolucié fatal en certs pacients és rapidament
progressiva. La patogenia de la infeccié pel virus de la grip depén de la viruléncia viral 1 la
resposta de l'hoste. La deteccié precog dels casos que evolucionaran de forma greu és crucial
per al seu pronostic ja que permet el seu ingrés a UCI i I'inici precog¢ de les mesures de suport i
tractament especific. Objectius: avaluar la utilitat pronostica de parametres de la immunitat
innata i adquirida en pacients amb sepsia greu d'origen pulmonar a causa de pneumonia per
virus de la influenca, aixi com dels nivells a l'ingrés de MR-proADM, de proteina C-reactiva
(CRP ) i de procalcitonina (PCT). Material i meétodes: Estudi prospectiu observacional,
multicéntric. Es van incloure pacients que ingressen a les UCIs de cinc hospitals amb el
diagnostic de sepsia greu per pneumonia per virus de la influenca. Es van determinar les
subpoblacions de limfocits, I'expressié d'HLA-DR en cel Tules CD14 +, ferritina i els nivells de
biomarcadors (MR-proADM, PCR, PCT) a l'ingtés. Es va analitzar la seva relaci6 amb el
pronostic de severitat i mortalitat. Resultats: Es van incloure 122 pacients pacients amb
pneumonia greu ingressats a I'UCI (75 HIN1, 33 H3N21i 14 B) i 61 amb menor gravetat com a
grup control. ambé es van comparar amb un grup de pneumonies bacterianes i per altres virus,
incloent un grup amb pneumonia greu per SARS-CoV-2. Los valors de MR pro-ADM, PCT i
PCR van ser estadisticament superiors en els pacients ingressats per pneumonia per grip que
els no ingressats a la UCI, mantenint aquesta diferéncia en el subgrup HIN1. Els valors de
MR-proADM, PCT i PCR van ser estadisticament superiors en els pacients no supervivents
respecte als supervivents, en el grup total de grips i en HIN1. La MR-proADM presenta en
l'analisi de corba ROC la major AUC per a la prediccié de severitat i mortalitat, sent també
"inica estadisticament significativa en l'analisi de la corba de mortalitat de Kaplan Meyer. Els
pacients ingressats a I'UCI respecte als no ingressats presenten una disminucié significativa de
limfocits, monocits i NK CD56 +, una expressié disminuida d'HLA-DR i un augment dels
nivells de ferritina. Aquesta diferéncia es manté en la comparacio per supervivenica. En 'estudi
de les corbes ROC per a la severitat la HLA-DR té la major AUC seguida de la ferritina i per la
mortalitat la ferritina va aconseguir la major AUC. Conclusions: Els nivells inicials de MR-
proADM, PCR i PCT s6n efectius per determinar el resultat desfavorable i el risc d'ingtés a la
UCI i la mortalitat en pacients amb pneumonia per virus de la influenga, sent la MR-proADM
la que presenta un major poder de prediccié en I'analisi de la corba ROC i de supervivencia.la
alteracié preco¢ de la immunitat condiciona el pronostic i supervivencia dels pacients amb
pneumonia per grip, sobretot la disminucié de l'expressié d'HLA-DR en monocits CD14 + i
els valors alts de ferritina.
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ABSTRACT

Influenza infection causes excess morbidity and mortality annually worldwide. Despite being
conceived as a mild disease, its fatal evolution in certain patients is rapidly progressive. The
pathogenesis of influenza virus infection depends on viral virulence and host response. Early
detection of cases that will evolve severly is crucial for their prognosis since it allows their
admission to the ICU and the early initiation of support measures and specific treatment.
Objective: to evaluate the prognostic utility of aspects of innate and acquired immunity in
patients with severe sepsis of pulmonary origin due to pneumonia due to influenza virus, as
well as the levels at admission of MR-proADM, of C-reactive protein (CRP) and procalcitonin
(PCT) and parameters of iron metabolism. Material and methods: Prospective observational,
multicenter study. We included patients admitted to the ICUs of five hospitals with the
diagnosis of severe sepsis due to influenza virus pneumonia. Lymphocyte subpopulations,
HLA-DR expression in CD14 + cells, parameters of iron metabolism and biomarker levels
(MR-proADM, PCR, PCT) at admission. We analyze its relation to severe prognostic and
mortality. Results: 122 patients with severe pneumonia admitted to the ICU (75 HINT1, 33
H3N2 and 14 B) and 61 with less severity as a control group were included. They were also
compared with a group of bacterial and other viral pneumonia, including a group with severe
SARS-CoV-2 pneumonia. The MR-proADM, PCT and PCR values were statistically higher in
patients admitted for influenza pneumonia than those not admitted to the ICU, maintaining
this difference in the HIN1 subgroup. The MR-proADM, PCT and PCR values were
statistically higher in the non-surviving patients compared to the survivors, in the total group
of flu and in HIN1. The MR-proADM presents the highest AUC for the prediction of severity
and mortality in the ROC curve analysis, being also the only statistically significant one in the
analysis of the Kaplan Meyer mortality curve. Patients admitted to the ICU compared to those
not admitted presented a significant decrease in lymphocytes, monocytes and NK CD56+, a
decreased expression of HLA-DR on monocytes CD14+ and an increase in ferritin levels. This
difference is maintained in the survival comparison. In the study of ROC curves for severity,
HILA-DR had the highest AUC followed by Ferritin. For mortality ferritin reached the highest
AUC. Conclusions: Initial MR-proADM, PCR and PCT levels are effective in determining
adverse outcome and risk of ICU admission and mortality in patients with influenza virus
pneumonia, MR-proADM has the highest potency. of prediction in theanalysis of the ROC
curve and survival. Early deterioration of immunity conditions the prognosis and survival of
patients with influenza pneumonia.
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influenza virus; pneumonia; biomarkers; immunity; sepsis; virus-host interaction



1. INTRODUCCION

La infeccién por gripe causa anualmente un exceso de morbimortalidad a nivel mundial. A
pesar de ser concebida como una enfermedad leve, su evolucion fatal en ciertos pacientes es
rapidamente progresiva. La patogenia de la infeccién por el virus de la gripe depende de la
virulencia viral y la respuesta del huésped. La deteccién precoz de los casos que evolucionaran
de forma grave es crucial para su prondstico ya que permite su ingreso en UCI y el inicio
precoz de las medidas de soporte y tratamiento especifico. Objetivo: evaluar la utilidad
pronéstica de biomarcadores (MR pro-ADM, PCT, PCR, ferritina), parametros de la
inmunidad innata y adquirida en pacientes adultos con sepsis grave de origen pulmonar debido
a neumonia por virus de la influenza. Material y métodos: Estudio prospectivo, observacional y
multicéntrico. Se incluyeron pacientes adultos que ingresaron en las UCIs de cinco hospitales
con el diagnéstico de sepsis grave por neumonia por virus de la influenza. Se determinaron
niveles de biomarcadores (MR-proADM, PCR, PCT), las subpoblaciones de linfocitos, la
expresion de HLA-DR en células CD14 +, ferritina y otras proteinas relacionadas al ingreso.
Se analiz6 su relacién con el prondstico de severidad y mortalidad. Resultados: Se incluyeron
122 pacientes con neumonia grave ingresados en la UCI (75 HIN1, 33 H3N2 y 14 B) y 61 con
menor gravedad como grupo control. También se compararon con un grupo de neumonias
bacterianas y por otros virus, incluyendo un grupo con neumonia grave por SARS-CoV-2. Los
valores de MR pro-ADM, PCT y PCR fueron estadisticamente superiores en los pacientes
ingresados por neumonia por gripe que los no ingresados en la UCI, manteniendo esa
diferencia en el subgrupo HINI1. Los valores de MR-proADM, PCT y PCR fueron
estadisticamente superiores en los pacientes no supervientes respecto a los supervivientes, en el
grupo total de gripes y en HIN1. La MR-proADM presenta en el analisis de curva ROC la
mayor AUC para la prediccion de severidad y mortalidad, siendo también la unica
estadisticamente significativa en el analisis de la curva de mortalidad de Kaplan Meyer. Los
pacientes ingresados en la UCI respecto a los no ingresados presentan una disminucion
significativa de linfocitos, monocitos y NK CD56+, una expresiéon disminuida de HLA-DR y
un aumento de los niveles de ferritina. Esta diferencia se mantiene en la comparacién por
supervivenica. En el estudio de las curvas ROC para la severidad la HLA-DR tiene la mayor
AUC seguida de la ferritina. La ferritina tiene la mayor AUC para la prediccién de mortalidad.
Conclusiones: Los niveles iniciales plasmaticos de MR-proADM, PCR y PCT son efectivos
para determinar el resultado desfavorable y el riesgo de ingreso en la UCI y la mortalidad en
pacientes con neumonia por el virus de la influenza, siendo la MR-proADM la que presenta un
mayor poder de prediccion en el analisis de la curva ROC y de supervivencia. La alteracion
precoz de la inmunidad condiciona el prondstico y supervivencia de los pacientes con
neumonia por influenza, sobre todo la disminucién de la expresion de HLA-DR en monocitos
CD14+ y los valores altos de ferritina.



Las epidemias de gripe anuales causan 3 a 5 millones de casos graves y 290 000 a 650 000
muertes en el mundo,'sin embargo, durante las pandemias el escenario puede ser devastador.
Todas las pandemias conocidas han sido causadas por virus gripales de tipo A. La pandemia
mas virulenta fue la mal llamada gripe espafiola en el afio 1918, causada por un subtipo HIN1
que infect6 aproximadamente el 30% de la poblacién mundial y mat6 a mas de 40 millones de
personasz, aunque estudios recientes lo elevan hasta 100 millones de muertes”. Las tasas de
letalidad de las pandemias posteriores fueron inferiores, calculandose un 0,03% de la poblacion
mundial durante la influenza asiatica H2ZN2 de 1957 y la Influenza de Hong Kong H3N2 de
1968, y un 0,01 durante los primeros 12 meses de la pandemia HIN1 de 2009*.

La pandemia de gripe de 1918 se caracteriz6 por una mayor mortalidad en adultos j6venes,
obesos y mujeres embarazadas,’ un fenémeno que sigue sin explicarse pero que se repitié en la
pandemia de 2009. La gripe N1H1 afecta a pacientes jovenes y otros con enfermedades
importantes, y es la principal causa de neumonia viral adquirida en la comunidad en adultos. La
morbilidad y la mortalidad son altas, con una tasa de hospitalizacién de alrededor del 10%, de
las cuales 13-45% ingresan en Unidades de Cuidados Intensivos (UCIs). A pesar de los avances
en el tratamiento, la mortalidad se mantiene en torno al 30%.° Por tanto, la identificacién
temprana de la neumonifa viral potencialmente grave es extremadamente importante para

optimizar el tratamiento en estos pacientes.



1.1. VIRUS DE LA INFLUENZA: COMPONENTES Y CICLO
INFECTIVO

Los virus de la gripe pertenecen a la familia Orthomyxoviridae carazcterizada por un genoma
ARN de cadena simple, segmentado, lineal, monocatenario de sentido negativo’. Estin
categorizados en cinco géneros (tipo A, B, C, Togovirus, Isavirus)®. Los causantes de las

epidemias estacionales son los virus gripales de tipo A y B’.

Figura 1. Esquema de Virus de la Gripe. Adaptaciéon de Krammer F, Smith G, Fouchier R, Peiris M, Kedzierska K, Doherty P et al.
Influenza. Nature Reviews Disease Primers. 2018;4(1).

ARN: dcido ribonucleico, HA: hemaglutinina, NA: neuraminidasa, NEP: proteina exportadora nuclear, NLS: secuencias de localizacién
nuclear, NP: proteina de unién a nucleoproteina, PA: subunidad polimerasa A, PB1: subunidad polimerasa B1, PB2: subunidad polimerasa B2,
RNP: ribonucleoproteinas

En la figura 1 se muestras un esquema de la estructura del virus de la influenza. Los viriones
poseen una forma esférica y en su interior albergan un nucleocapside que contiene ocho

fragmentos de ARN monocatenario, una nucleoproteina y el complejo ARN-polimerasa'’. Los



tres segmentos de ARN mas grandes codifican las tres subunidades de las ARN polimerasas
dependientes de ARN virales (PB1, PB2 y PA) que son responsables de la sintesis y replicacion
de ARN en células infectadas, y los dos segmentos siguientes de ARN codifican las
glucoproteinas virales hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA).El genoma de ARN esta
unido por la nucleoproteina viral (NP), que esta codificada por el segmento 5 de ARN. Los
segmentos 6, 7 y 8 de ARN codifican mas de una proteina, la proteina de matriz (M1) y la
proteina de membrana (M2) y la proteina no estructural NS1 vy la proteina de exportacion
nuclear (NEP), que no se muestra. La proteina no estructural NS1 es un factor de virulencia que se
ha visto involucrado en multitud de interacciones con la célula infectada que lo hacen imprescindible en
las alteraciones de la maquinaria celular inducida por el virus!l. Parece también tener un papel
importante en la inhibicién de la poliadenilacién y exportacion de RNA mensajeros celulares'.
Ademas, posee una funciéon de inmunomodulacion mediante la supresion de la inmunidad
innata a través de la inhibicién de la produccién de interferén de tipo I (IFN) en células
infectadas e inhibe la inmunidad adaptativa atenuando la maduracién de las células dendriticas
(CD) humanas y su capacidad para inducir las respuestas de las células T. Este es el motivo por
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el cual cepas con NS1 mutados pueden ser utilizas en vacunas atenuadas .

Parece que la proteina M1 proporciona un armazoén que ayuda a la estructura del viridn, juega
un papel importante en la unién de la riboucleopreoteinas (RNPs) y, junto con la NEP, regula
el trafico de los segmentos de ARN viral en la célula. La proteinaM2 que constituye un canal
i6nico transmembrana esencial para la liberaciéon de las RNPs al citoplasma durante la entrada
del virus a la célula mediada por endocitosis'*..colaborando también en el ensamblaje del
virus”’.Ambas proteinas se encuentra en la superficie del virus ancladas en la membrana

lipidica.

En las dltimas décadas se han ido descubriendo nuevas proteinas como PB1-F2, PA-X, PA-
152 y PA-182. L.a PB1-F2 se localiza en la mitocondria y tiene una actividad proapoptética'®
PA-X modula la respuesta de la célula hospedadora y la virulencia viral frente a la infeccién. En
modelos animales se ha observado que los ratones infectados por cepas sin estas proteinas
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presentan menor patogenicidad y menor eficiencia de replicacion .



En la parte mas externa se sitda la envoltura lipidica, que procede de la membrana
citoplasmaatica de la célula infectada.En ella se anclan a modo de proyecciones radiales las
glucoproteinas de origen virico: hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA)."* Las dos proteinas
son determinantes antigénicos contra los que se dirige la respuesta inmunoldgica humoral
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neutralizante.

La HA, componente mas abundante, tiene como funcioén la fijacién del virus a los receptores
mucoprotéicos de las células epiteliales ricos en 4cido sialico del tracto respiratorio asi como su
fusion con la membrana celular.”’ La preferencia por enlaces glicosidicos particulares de 4cidos
sialicos de los sitios de uniéon de las hemaglutininas de las diferentes especies de lainfluenza
explican el tropismo por diferentes especies. Las hemaglutininas de los virus humanos se unen
muy bien a los acidos sialicos ligados a galactosa por enlaces 2,6 alfa presentes principalmente
en el epitelio respiratorio superior humano y de otros mamiferos; mientras que los virus aviares
preferentemente se unen a los 4cidos sidlicos conectados con galactosa por enlaces 2,3 alfa
encontrandose principalmente en el epitelio del intestino de las aves®. Esto concierne
preferencia por el receptor pero no especificidad absoluta, de forma que bien por un alto
in6éculo viral o por algunas mutaciones puntuales en la HA se puede producir el salto a otras
especies. La NA es una una N-acetilneuraminilhidrolasa (sialidasa) ycolabora con la HA en los
procesos de fusién y penetraciéon asi como liberaciéon de nuevo viriones, difusiéon de los
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mismos a través de la matriz extracelular y apoptosis celular™.

Las proteinas estructurales se unen a las moléculas de ARN formando las RNPs. Las
subunidades PB1, PB2 y PA forman la polimerasa viral que se unen al promotor viral, fruto de
la interaccion de los extremos de cada uno de estos segmentos que presentan
complementariedad parcial e invertida.”’El resto del segmento de RNA esta recubierto por
subunidades de la proteina NP. Estas estructuras ribonucleoproteicas son las encargadas de
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llevar a cabo los procesos de transcripcion y replicacion™.

Las etapas de la replicacién de la gripe A son compartidas por otro tipos de virus ARN
monocatenario negativo. Cada uno de estos procesos tiene una o mas proteinas virales que

desempefian un papel clave. Se pueden resumir en las siguientes:



- Adsorcion de virus y endocitosis

- Sintesis de ARN mensajero y replicaciéon del ARN viral

- Procesamiento post-transcripcional de ARNm viral

- Traduccién y procesamiento post-traduccional de las proteinas del virus

- Ensamblaje y liberacién de virus desde las células.

Unidn a la superficie : Liberacion
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Figura 2: Ciclo infectivo del Virus de la gripe. Adaptado de: Goodman & Gilman: Las Bases Farmacolégicas De La Terapéutic, 13e. Laurence
L. Brunton, Bruce A. Chabner, Bjérn C. Knollmann. ARNm: ARN

mensajero. ARNv: ARN de polaridad negativa, ARNp: ARN polimerasa, ARNc: ARN complementario de longitud completa

1- Adsorcion de virus y endocitosis

Después de unirse al receptor, el virus de la gripe es interiorizado formando vesiculas en los
puntos de adsorciéon. El principal mecanismo es la endocitosis mediada por clatrina. Se
produce una acidificaciéon de la vesicula endocitica en el trayecto al interior de la célula por la
entrada de protones desde el endosoma al interior de la particula, a través de los canales

i6nicos formados por la proteina M2. Esto produce cambios conformacionales en la HA, que
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se vuelve susceptible a la disgestion de proteasas, rompiendo el puente disulfuro que une las
subunidades HA1 y HA2. La bajada de pH también produce la desestabilizaciéon de las
interacciones entre las RNPs y la proteina M1. Como consecuencia las RNPs, se liberan en el

citoplasma de la célula®.
2- Sintesis de ARN mensajero y replicaciéon del ARN viral

Los complejos de ribonucleoproteinas se translocan al nicleo mediante la interaccion entre la
maquinaria de transporte celular y las secuencias de localizaciéon nuclear (NLS) en la proteina
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NP donde se transcribiran y replicaran™

. Una vez en el nucleo, el ARN genémico de polaridad
negativa (ARNV) se utiliza como plantilla para la sintesis de dos clases de ARN de polaridad
positiva: ARN mensajero (ARNm) y ARN complementario de longitud completa (ARNc)*".
Por ello, durante la transcripcion, la polimerasa viral multimérica interactia con la polimerasa
11 del huésped.
El siguiente paso es la copia de ARNv desde ARNc, que se ensambla con nuevas moléculas de

NP y polimerasa, produciendo nuevas RNPs, que son exportados al citoplasma gracias a la

accién de las protefna exportadora nuclear (NEP) y M1
3- Traduccién y procesamiento post-traduccional de las proteinas del virus

Los ARNs mensajeros virales migran al citoplasma donde se asocian preferentemente a la
subunidad 40S del ribosoma en el proceso de iniciaciéon de la traduccion. Estas interacciones
permiten el establecimiento de un proceso de iniciacién de traduccién viral que competiria con
la traducciéon de los RNA mensajeros celulares. La NA y HA son postranccripcionalemente
modificados en el reticulo endoplasmico y aparato de Golgi y posteriormente incorporados en

las balsas lipidicas'’.
4- Ensamblaje y liberacion de virus desde las células.

Parece que el ensamblaje tiene lugar en las balsas lipidicas. Los viriones se producen por
gemacion desde la membrana plasmatica. Por tanto, es necesario que los diferentes

componentes estructurales del virus (las RNPs, las proteinas M1, NEP y las proteinas de la
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envoltura) confluyan en un mismo punto de la membrana plasmatica. Para la liberacion de los
viriones es muy importante una accion equilibrada entre la HA, que se une a los receptores de
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acido sialico de la membrana celular y la NA que rompe dicha unién para su liberacion™.
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1.2. EPIDEMIOLOGIA DEL VIRUS INFLUENZA

El virus de la gripe A puede infectar un amplio espectro de especies animales. Estos se
clasifican en subtipos en funcién de las combinaciones de dos proteinas de su superficie: la
hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). Hasta la fecha se ha identificado 16 subtipos de
HA y 9 subtipos de NA circulando en animales y seres humanos. Recientemente se han
descubierto dos subtipos nuevos en murciélagos (H17N10 y H18N11)". Los analisis
filogenéticos demuestran una larga asociaciéon del virus con este huésped y proponiéndolo
como un nuevo reservorio del virus de la gripe. Sin embargo hasta el momento, los resultados
de estos estudios siguen indicando que es muy poco probable que los virus de la influenza en

murciélagos se realinien con otros virus de la influenza para crear virus nuevos potencialmente
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mas peligrosos o infecciosos™ .

El virus de la gripe A tiene una marcada capacidad para sufrir variaciones en sus antigenos,
sobre todo superficiales, con gran repercusion desde el punto de vista epidemioldgico. Existen
dos grupos de variaciones: las variaciones menores y mayores. Las variaciones menores
(antigenic driff) afectan sobre todo a la HA y suponen la aparicion de una nueva cepa frente a la
cual la poblacién tiene sélo una inmunidad parcial por exposiciones anteriores a las cepas
originarias. Con el cambio gradual de los antigenos superficiales surge una serie de nuevas
variantes, cada una diferente de su predecesora y mas alejada del subtipo inicial, pero
conservandose éste. Los casos de gripe que se presentan estacionalmente, en forma esporadica
o en brotes epidémicos, estan producidos por las variantes menores. Las variaciones mayores
(antigenzc shiff) suponen un cambio total en el antigeno HA, NA o ambos, frente al cual la
poblacién no tiene inmunidad. Las pandemias gripales ocurren generalmente como
consecuencia de la apariciéon de un nuevo subtipo del virus de la Gripe A por una variaciéon
mayor. Estas proteinas virales pueden ser introducidas en la poblacién humana a través del intercambio
de segmentos génicos de virus humanos, aviares y/o potcinos, durante la coinfeccion con maltiples
cepas de virus en individuos o directamente desde virus aviares o porcinos que adquieren la

capacidad de infectar humanos32.
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Las pandemias de gripe son acontecimientos impredecibles pero recurrentes que pueden tener
consecuencias sanitarias, econémicas y sociales en el mundo entero. Las pandemias de gripe se
producen por la convergencia de dos factores clave: la aparicion de un virus de la gripe nuevo
o una de origen zoonético capaz de causar una transmision sostenida de persona a persona, y
la escasa o nula inmunidad de la poblacién frente a ese virus. Con el aumento del comercio
mundial y los viajes, una epidemia localizada puede convertirse rapidamente en una pandemia,
que deja poco tiempo para preparar una respuesta de salud publica’. Los subtipos actualmente
circulantes en el ser humano son el A(HIN1) y el A(H3N2). El A(HIN1) también se conoce
como AHIN1)pdm09, pues fue el causante de la pandemia de 2009 y posteriormente
sustituy6 al virus de la gripe estacional A(HINT1) que circulaba hasta entonces. Los virus de
tipo B no se clasifican en subtipos, pero los circulantes actualmente pueden dividirse en dos
linajes B/Yamagata y B/VictotiaLos virus de tipo C se detectan con menos frecuencia y
suelen causar infecciones leves, por lo que carecen de importancia desde el punto de vista de la
salud publica. El cuarto género es de descripcion mas reciente se ha denominado “Virus

Togoto” v el quinto género por los Isavirus®.
g yelq g p

La dltima pandemia de influenza tuvo lugar en marzo de 2009, pero no fue hasta junio de 2009
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) elevo el nivel de alerta de pandemia a su nivel
mas alto, que indica una transmisién comunitaria generalizada en al menos dos regiones
diferentes de la OMS. La pandemia se declaré terminada en agosto de 2010 . Fue causada por
el virus de la influenza A HIN1 que representa una reagrupacion cuadruple de cuatro cepas
diferentes de influenza de porcina, aviar y humana y que no se habia reconocido antes en
humanos ni en cerdos™. El virus HIN1pdm09 era muy diferente de los virus HIN1 que
circulaban en ese momento; por consiguiente, las vacunas contra la influenza estacional
ofrecieron poca proteccién cruzada contra la infeccion por el virus HIN1pdm09. A diferencia
de las tipicas epidemias en las cuales el mayor porcentaje de muerte se produce en personas
mayores de 65 anos, durante la dltima calcularon que el 80 % de muertes se dio en menores de
65 afios. Los datos confirman la presencia de algin nivel de anticuerpo de reaccion cruzada en

personas de més de 60 afios y la falta de dicho anticuerpo en nifios y adultos™.
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1.3. PAPEL DE LA RESPUESTA DEL HUESPED A LA
INFECCION POR VIRUS DE LA INFLUENZA

La primera linea de defensa frente a los agentes infecciosos es el sistema inmune innato
esencial para el control de abundantes infecciones. Sin embargo, no siempre consiguen
eliminar al agente infeccioso, y existen gérmenes que no son capaces de reconocer. Las células
del sistema inmune innato inician y dirigen a la respuesta adaptativa con el objetivo de
neutralizar al agente agresor. Al mismo tiempo se debe generar una respuesta antiinflamatoria
compensatoria y un proceso de reparacion del dafio tisular. Si esta respuesta sobrepasa el
ambito local se convierte en una reaccion sistémica con resultados catastréficos. La sepsis es la
respuesta inflamatoria no controlada inducida por la infecciéon. A este proceso genérico se
afiaden caracteristicas del germen y del huésped que condicionan de forma individualizada la
manifestacion de la sepsis. Por unos mecanismos no aclarados totalmente, se producen una
serie de alteraciones celulares que desembocan en el fallo de los distintos 6rganos y que
constituyen la base de la disfuncién organica, fundamento del concepto actual de la sepsis en la
conferencia consenso Sepsis-3. En la figura 3 se esquematiza la respuesta inmune frente al

virus de la gripe que se desarrollara en los siguientes puntos.
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Figura 3. Esquema resumen de la respuesta inmune al virus de la gripe.
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1.3.1. Respuesta inmune innata

El sistema inmune innato se activa inicialmente ante la invasién del organismo por agentes
patégenos. Este elimina los microorganismos en cuestion de minutos o de horas por
mecanismos de defensa que no requieren induccién prolongada. ILa inmunidad innata se
encuentra constituida por barreras fisicas y quimicas, por células como los integrantes del
sistema mononuclear fagocitico (SMF), los polimorfonucleares neutréfilos, las células linfoides
innatas (CLIs) como las células de la mucosa asociados invariantes T(MAIT), las células T gd,
y su representante mas conocido, los Natural Killers (NK); proteinas efectoras circulantes
como el sistema del complemento, proteina C reactiva (PCR) y lectinas de unién a manosa y
diversas citocinas. Este es el sistema filogenéticamente mas primitivo y es compartido por la
mayoria de los organismos pluricelulares. De inicio inmediato, su respuesta a los agentes
patdgenos va a ser elaborada desde la primera exposicién de forma estereotipada e inespecifica
y no confiere inmunidad a largo plazo. Dado que existe un retraso de 4-7 dfas antes de que la

respuesta adaptativa sea ejecutada, la respuesta innata desempefia un papel crucial para
controlar la infecciéon durante dicho periodo. Ademas, si fuera necesario, posee un papel
fundamental en la activacién y mantenimiento de la respuesta inmune adaptativa. Mientras que
el sistema inmunitario adaptativo utiliza un amplio repertorio de receptores codificados por
reordenamiento de genes para reconocer una enorme variedad de antigenos, la inmunidad
innata depende de receptores codificados por la linea germinal, que reconocen caracteristicas
comunes a muchos de los agentes patégenos. A pesar de su inespecificidad el sistema innato, al
igual que el adaptativo, es capaz de distinguir entre lo propio y lo no propio (tolerancia

. ’ . 35
inmunoldgica)™.

Diferentes estructuras moleculares como los patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs), patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) o los productos endégenos
procedentes de tejidos dafados (alarminas) son reconocidos a través de moléculas del huésped
denominadas receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), cuyo representante mas

notable la familia Toll like receptors (TLR). Se ha propuesto que diferentes polimorfismos de
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estos pueden explicar por qué ciertos individuos son mas susceptibles a la produccion del

, . . 36
fenémeno de la tormenta de citoquinas que otros™ .

El virus de la influenza (IAV) se replica en la mucosa respiratoria, principalmente en las células
epiteliales respiratorias que producen grandes cantidades de viriones, que luego infectaran los
macréfagos alveolares y las células dendriticas. El tracto respiratorio contiene varias moléculas
bioactivas, que normalmente son efectivas ante pequefias noxas como irritantes e infecciones
de bajo nivel. Ante noxas mas potentes como el virus de la gripe A, las células del tracto
respiratorio responden movilizando al sistema inmune e induciendo una respuesta mas

poderosa y efectiva’.

Tras la infeccion por el IAV dos PRRs reconocen el ARN virico y productos transcripcionales
en el citoplasma de células infectadas: el gen inducible por 4cido retinoico (RIG I) y el factor
asociado a la diferenciacion del melanoma (MIDADS). Tras la unién con su ligando permite la
activacion de proteinas adaptadoras que culminan en la activacion de factores de transcripcion

como el factor regulador del interferon 3 (IRF3) y 7 IRF7) y el factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-KB). Tras la translocacién de estos
factores al nucleo inician la transcripcion de genes que codifican IFN vy citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF), interleuiquina 6 (IL6) o 1 beta

AL1B)™.

Los TLR pueden situarse desde la superficie de la células (tipos 2,4,5 y 6), donde reconocen
patrones moleculares de bacterias, hongos y protozoos o en el interior de las células, en la
supetficie de endosomas y lisosomas (tipos 3, 7, 8 y 9) reconociendo acido nucleico ajeno™. En
relacién a la infeccion por IAV, los TLR tipos 3, 7 y 8 estan involucrados en el reconocimiento
del ARN viral". La estimulacién de los TLR conlleva la produccién de interferén tipo T (IFN
alfa , beta, kappa, epsilon y limitina) y III (lambda 1, 2 y 3). Estos al interaccionar con sus
respectivos receptores desencadenan la transcripcién de genes estimulados por IFN (ISGs)*.
El producto de los ISGs forman parte de la primera linea de defensa antiviral, teniendo como

diana diferentes pasos del ciclo vital del IAV, y modulando la transicién a la inmunidad

17



adaptativa. Un ejemplo de ellos son: limitar la replicacién y propagacion del virus degradando
el ARN celular y virico (ISG OAS), inhibiendo la maquinaria de traducciéon celular ISG PKR),
interfiriendo con la transcripciéon primaria en el nacleo (ISG Mx1), y limitando las actividades
postraduccionales (ISG MxA) e interaccion con el complejo de polimerasa viral, que lleva al
bloqueo de la replicacién de virus (ISG Mx1 y MxA)*. El receptor del interferon de tipo 111 o
IL-28R se encuentra en pocas células, razén por la que se ha postulado que ratones con
alteracién en esta via tengan una atenuacién leve en la respuesta contra el virus™ El grado de
activacion difiere de un tipo a otro de influenza, siendo las infecciones graves, por ejemplo de

H1NS5 caracterizada por una secrecién deficiente de IFN y una respuesta inmune alterada®.

También cabe destacar la activacién de respectores similares al dominio de oligomerizacién de
unién a nucledtidos (NOD), como la criopirina (NLRP3), que activa inflamosomas en
macréfagos, monocitos, neutrofilos y células epiteliales pulmonares para desdencadenar la

liberacién y activacion de citoquinas pro IL1B y pro IL18™.

Las células epiteliales de la via aérea producen la primera ola de citoquinas desencadenando la
inflamacion local y sistémica. Las primeras citocinas liberadas son: IFN-a, TNF-a, IL1 e ILO.
Estas citocinas son los responsables de los sintomas sistémicos asociados a la infeccién como
la fiebre y anorexia. Ademas de producir moléculas antivirales, también producen moléculas
quimiotacticas y de adhesion que permiten el rapido reclutamiento de células efectoras innatas,
como las células dendriticas (CDs), NK, y monocitos, activaindolos en el lugar de infeccién

. . . , . 37
para eliminar al virus y a las células infectadas™.

Los macréfagos activados actian fagocitando a las células infectadas y participan en la
activaciéon de la inmunidad adaptativa. Las células epiteliales infectadas atraen a la zona de
infeccién a monocitos circulantes y macrofagos a través de la interaccién entre la quemocina
CCL-2 y su receptores universal, CCR2, expresadas en variedad de células inmunes. El receptor
CD200 (CD200R) en macréfagos interactia con CD200 expresado en el epitelio alveolar y
regula a la baja la respuesta inflamatoria, incluida la inhibicién de la expresiéon de IL-6 y TNFa

, 45
por macrofagos™.
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Las células NK son también importantes en la eliminaciéon de células infectadas. Pueden
reconocer las células infectadas por el virus de la influenza y lisarlas mediante la unién de
antigenos como la hemaglutinina a sus receptores NKp44 y NKp46o por antigenos unidos a
anticuerpos, un proceso llamada citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo®. Se ha
propuesto que el virus de la gripe previene el reconocimiento de estos receptores de la HA
gracias a la utilizacion de la NAY. Las células NK regulan las respuestas inmunes innatas y
adaptativas mediante la rapida secrecion de citoquinas, la regulacion positiva de CD40 y la

. ., , L. 48
activacion de células dendriticas™.

Otras moléculas importantes son la IL-8 y la proteina quimioatrayente de monocitos (MCP) -1,

. . P L, . , . . 45
principales factores quimiotacticos para los neutréfilos y los monocitos, respectivamente.”™

1.3.2. Transicién a la respuesta inmune adaptativa

Las células presentadoras de antigenos son las células encargadas de enlazar la respuesta
inmune innata inicial y la adaptativa, un tipo de célula fundamental en el inicio de la
inmunidad robusta contra el IAV*. En el caso del sistema respiratorio, las células dendriticas
(CD) son las células especializadas presentadoras de antigeno. Estas se encuentran chequeando
constantemente la presencia de patégenos invasores. Tras la infeccion con IAV, las CD
pueden infectarse o fagocitar células infectadas por IAV. La respuesta inmune adaptativa
comienza cuando los linfocitos T naive y de memoria reconocen los antigenos virales
presentados por las CD™. Para ellos, las CDs migran de los pulmones a los ganglios linfaticos a

través de la interaccién entre CCR7 y su ligando CCLL19 y CCL21°".

En el ganglio linfatico, las CD presentan antigeno del IAV a las células T CD4 + y CD8 +. Las
CD autoinfectadas degradan la proteina viral en péptidos inmunitarios (epitopos) en el citosol
y se exportan al reticulo endoplasmatico, donde se unen a la molécula del complejo principal
de histocompatibilidad tipo I (MHCI). Posteriormente se transporta a la membrana celular a
través del complejo de Golgi para su reconocimiento por las células T citotoxicas CD8 +
(LCT). Sin embargo, las proteinas virales ex6genas degradadas en endosomas / lisosomas estin

asociados con moléculas MHC de clase II. Estos complejos se presentan en la membrana
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celular para su reconocimiento por las células CD4 + T helper (Th). Este proceso lleva a la

. ., P , , o : 52
proliferacion y maduracion de las células B a células plasmaticas productoras de anticuerpos™.

1.3.3 Respuesta inmune adaptativa en la infecciéon por influenza

El sistema inmune adaptativo se caracteriza por su especificidad y por contar con un
mecanismo de memoria por el cual, ante un segundo encuentro con el mismo desafio, la
respuesta es mas rapida y eficaz. Ademads juega un importante papel en el aclaramiento viral y
la recuperacién de la homeostasis del huésped. Utiliza un amplio repertorio de receptores
codificados por reordenamiento génicos que reconocen una amplia variedad de antigenos. Sus

componentes celulares son los linfocitos T'y B”.

Las células T CDS8 + citotoxicas desempefian un papel crucial en la proteccion de contra el

virus de la gripe tanto en humanos como en modelos animales. Las células T CD8 + limitan la
replicacion viral y promueven la eliminacién de células infectadas cuyo reconocimiento
depende de la presentacion de péptidos virales por moléculas MHC-I. Si bien la inmunidad
mediada por anticuerpos es principalmente especifica de la cepa y puede prevenir la infeccion,
las células T (especialmente las células T CD8 +) proporcionan una inmunidad celular de
reaccion cruzada amplia contra diferentes virus de la influenza, gracias a la alta conservacion de
los epitopos y, por lo tanto, pueden disminuir la gravedad de la enfermedad. Idealmente, se
requieren estrategias de vacunaciéon que induzcan respuestas de células T de proteccion

54
cruzada™.

Tras la infecciéon por el virus de la gripe, las LCT son activadas en los tejidos linfoides y
reclutadas en el lugar de la infeccién. Existen diferentes cofactores que estimulan su
diferenciaciéon hacia LCT como el IFN I, IFN gamma, IL2 e IL12. La disminucién de la
expresion de CCR7 y el aumento de la expresion de CXCR3 y CCR4 permite su migracion
hacia el pulmoén. Su actividad litica esta mediada por la liberaciéon de perforina y granzimas.

Existe ademas una accién no citolitica de las granzimas, disminuyendo la replicacion del virus
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de la gripe mediante la escinsién de proteinas involucradas. Ademas, producen citoquinas que

mejoran la presentacion de antigenos al estimular la expresion de MHC™.

Las células CD4 desempefan un papel importante en la promocién de respuestas Optimas de
células T CD8 + y células B durante la infeccién por gripe. Dependiendo del tipo de
estimuladores, como antigenos, moléculas coestimuladoras, y citoquinas secretadas por los
CPA, células epiteliales y células inflamatorias se desarrollara una respuesta preferentemente
humoral o citotéxica, aumentando la diferenciacién a células T colaboradoras (Th) de tipo 1, o
2. Las células T CD4 + también pueden diferenciarse en Th17, células T reguladoras (células
Treg) y células T foliculares auxiliares™. Los Thl expresan citoquinas antivirales como IFN
gamma, TNF e IL2, aumentando la proliferacién y activaciéon de linfocitos T CD8+ y
macréfagos activados’. Los linfoctios Th17 regulan la inmunidad celular contra el virus de la
gripe y las células T reguladoras (Treg) modulan la respuesta inmune como mecanismo de
prevencién del dafio tisular™. Las células TH2 producen I1.-4, 5 y 13 para activar los linfocitos

B. La célula B evolucionaran hacia una célula plasmatica productora de anticuerpos.

Los principales isotipos de anticuerpos en la respuesta humoral especifica al virus de la gripe
son las inmunoglobulinas (Ig) A, M y G. Los anticuerpos IgA de la mucosa se producen
localmente en los 6rganos linfoides asociados a la nasofaringe y tracto respiratorio inferior
(NALT y BALT), donde las CPA interaccionan con linfocitos T y B, resultando en el
desarrollo de precursores de células formadoras de IgA, que migraran via hematégena hacia los
pulmones donde se diferencian en IgA-AFC secretora de anticuerpos virales. La acciéon de la
IgA es fundamental como primera barrera para evitar que el virus atraviese la mucosa®. Las
IgA en suero se producen rapidamente después de la infeccion por el virus de la influenza y la
presencia de estos anticuerpos es indicativa de una infecciéon reciente por el virus de la
influenza. Las vacunas por via cutanea inducen fundamentalmente la produccién de IgG pero
solo la nasal induce también la producciéon de IgA secretora™. Los anticuerpos séricos del
subtipo IgG producen proteccion duradera y neutralizan al patdégeno fundamentalmente

mediante opsonizacion y activacion del complemento. Los anticuerpos IgM  complementan la
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neutralizaciéon del virus de la gripe y son las secretadas en mayor cantidad en la infeccion

. . 55
primaria .

Algunas células B se convertiran en células B de memoria que fabricaran anticuerpos de
subtipo IgG de mayor afinidad durante la respuesta inmunitaria secundaria. La existencia de
anticuerpos previos puede detectar epitopos antigénicamente similares, frenando la infeccién

60 ,
", Este fendmeno

mas rapidamente, fenémeno denominado como inmunidad heterosubtipica
podria explicar por qué la pandemia de 2009 fue mas virulenta en pacientes menores de 65
afios, ya que los mayores de esa edad podrian haber estado en contacto con cepas con
variantes menores derivadas del virus HIN1 responsable de la “Gripe Espafiola”, habiendo
creado anticuerpos con reactividad heterosubtipica cruzada frente a la nueva cepa’. Existen
también linfocitos TCD4 y TCD8 de memoria que se diferencian a partir de linfocitos T
virgenes y efectores durante la respuesta primaria. Estos permaneceran circulando en la sangre
y tejidos linfoides, generando una respuesta mas eficiente ante una infeccién secundaria®.
Estos responden ante epitopos de proteinas viricas como la proteina M, NP etc, por lo que

otorga también una inmunidad heterosubtipica®. La estimulacién de este tipo de inmunidad

., .. . 64
también es un objetivo de las vacunas contra la gripe™.

La producciéon de una respuesta humoral con anticuerpos neutralizantes y TCD8 especifica
tras una infecciéon natural o la vacuna es maxima tras varias semanas pero transitoria,
disminuyendo progresivamente, por ello es importante la campafa vacunal y de prevencion

. . . 65
cada epidemia estacional™.
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1.4. INMUNOPATOLOGIA EN LA RESPUESTA A LA INFECCION
POR EL VIRUS DE LA INFLUENZA

1.4.1. Repercusiones clinicas

El virus de la gripe es responsable cada afo de una morbimortalidad elevada, sin embargo,
como en la mayor parte de la poblaciéon produce una enfermedad banal, es percibida como una
enfermedad benigna. En determinadas poblaciones susceptibles como embarazadas e
inmunocomprometidos, pueden desarrollar complicaciones graves que causa un exceso de

mortalidad no solo durante las pandemias, también durante la gripe estacional.”

Las epidemias
de gripe estacional suponen aproximadamente 290.000-650.000 muertes respiratorias
anualmente, aunque parece ser mayor porque habitualmente no incluyen muertes por otras
causas asociadas, como el fallo cardfaco. La patogenia de la infeccién por el virus de la

influenza depende de la virulencia viral y la respuesta del huésped.”’

El virus de la influenza afecta el tracto respiratorio de forma directa o indirecta a través de la
respuesta inflamatoria generada. Esta inflamacion puede propagarse sistémicamente aunque
generalmente queda restringido a un compromiso pulmonar y una afectaciéon respiratoria
severa. La incapacidad del pulmon para realizar su funcién primaria de intercambio de gases es
el resultado de multiples mecanismos, incluida la obstrucciéon de las vias respiratorias, la
pérdida de la estructura alveolar, la pérdida de integridad del epitelio pulmonar por la muerte
directa de células epiteliales y degradaciéon de la matriz extracelular critica. La exposicion de
citocinas y antigenos virales al endotelio puede amplificar la inflamacion, ya que el endotelio es

. . . . . 68
una fuente importante de citoquinas proinflamatorias™.

Este espectro de manifestacion puede ser desde un sindrome gripal banal hasta un shock-
séptico y fallo multiérgano. Aproximadamente un 30-40% de los pacientes hospitalizados por
gripe, desarrollarin una neumonia aguda. Estos pacientes también tienen mayor riesgo de
sufrir una infeccién secundaria bacteriana, frecuentemente por S. Pueumoniae y S. Aurens. La

neumonia primaria por influenza se caracteriza por una persistencia o empeoramiento de los
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sintomas, mientras que la neumonia bacteriana secundaria aparece 1-3 semanas como una
“recaida” después de los sintomas gripales iniciales. La coinfeccién bacteriana suele ocurrir
unos dias después del inicio de la enfermedad. El virus de la Influenza A es ademas la causa
mas frecuente de ARDS en el adulto. Por otro lado, al igual que predispone a una neumonia
bacteriana secundaria también incrementa el riesgo de progresion a una sepsis bacteriana
secundaria. En muchos casos la infecciéon por el virus de la gripe esta subestiamada por los
clinicos que sélo reparan en ella cuando existe clinica tipica y un pico epidémico. Por ello es
recomendable que, particularmente durante la temporada de invierno, se incluya el diagnostico
de la influenza no solo en pacientes con sintomas y epidemiologia tipicos, sino también en

. , . . . ., . 68
pacientes con neumonia severa, SDRA y sepsis con o sin coinfeccién bacteriana.’

La respuesta inmune generada tras la infeccion por gripe es muy importante en el control de la
infeccion, sin embargo, puede determinar también el desarrollo de un exceso de inflamacion y
enfermedad. Por lo tanto, una respuesta inmunitaria aberrante, condicionada por el estado
basal del huésped o inducida por el germen, esta asociada a una respuesta excesiva, que facilita
el desarrollo de una neumonfa primaria, daflo pulmonar agudo, superinfecciéon bacteriana, asf
como afectacion sistémica (figura 4). En los siguientes apartados se repasaran diferentes
aspectos de la respuesta inmunitarias as{ como del huésped que pueden influenciar en esta

69
respuesta aberrante”.
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Figura 4: Eventos clave en la inmunopatologifa de la sepsis

Adaptado de Rubio I, Osuchowski M, Shankar-Hari M, Skirecki T, Winkler M, Lachmann G et al. Current gaps in sepsis immunology: new

opportunities for translational research. The Lancet Infectious Diseases. 2019;19(12):422-436.

1.4.2. El papel de la inmunidad en la respuesta del huésped a la infeccion

El espectro de las manifestaciones clinicas esta determinada por la respuesta inflamatoria e
inmune secundaria a la infeccién. En la infeccién leve, el huésped tiene una resistencia limitada
o moderada, por lo que después de las respuesta inmune inicial, l]a homeostasis alterada se
restaura rapidamente. Sin embargo, en infecciones causadas por serotipos mas agresivos como
la. HIN1 o H5N1, se acompafian de una respuesta inflamatoria agresiva, siendo el organismo
incapaz de restaurar la homeostasis. Esta combinacién a menudo lleva a la llamada “tormenta
de citoquinas” que se correlaciona directamente con la lesiéon del tejido y el pronédstico

desfavorable de estos pacientes”.
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Tanto las células infectadas como las células inmunitarias activadas son las encargadas de la
liberacién de las moléculas inflamatorias. La familia del interferén (IFN) tiene un papel critico
en la respuesta inmune innata a los virus. Estos se secretan después del reconocimineto de
células infectadas. Tras la unién del IFN con sus receptores, se activa la via de sefializacion de
IFN, aumentando la expresiéon de genes estimulados por el IFN relacionados con proteinas
con propiedades antivirales o inmunomoduladoras. Existen tres tipos de IFN: IFN I (IFN-a y
IFN-B), IFN II (IFN-y) y IFN III (IFN-A). El tipo I y III aumenta tras la infeccién virica
inicial y son libreados fundamentalmente por células dendriticas y macréfagos. Por su parte, el
IFN II es secretada por NK y linfocitos T activados.” Aunque la via de senalizacion del IFN es
importante para restringir la diseminacion de los virus se ha observado en ratones infectados
con virus H5NT1 que la sobreproduccion de IFN en etapas temprana de la infeccién conduce a
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un dafio pulmonar irreversible™.

El TNFa es una de las primeras citoquinas liberadas al torrente sanguineo. Produce una
sintomatologia muy parecida al shock séptico tras ser inyectado y los anticuerpos anti-TNFa
inyectados en animales los protegen de la muerte derivada de la sepsis.”” Se va a unir a
receptores en la superficie celular denominados receptores para TNF (INFR1 y 2) que se
encuentran en la mayorfa de las células. Van a inducir la actividad microbicida de los
monocitos, incremento de la producciéon y migracion de PMN, activaciéon de la coagulacion y
del complemento, alteracién del tono vascular y aumento de la permeabilidad, aumento del
catabolismo proteico y la gluconeogénesis” entre otros, que dan lugar a sintomatologfa tipica

de los pacientes sépticos como fiebre, diarrea, acidosis metabolica, neurotoxicidad, caquexia y

CID™.

Sinérgicamente con el TNF actda la IL1. Existen dos tipos de 11, alfa y beta, que comparten
actividad bioldgica y su secrecién esta regulada a través de la formacién del inflaimasoma
NLRP3.” Durante la infeccién por el virus de la influenza, se ha demostrado que IL1B media
en la patologfa inflamatoria pulmonar aguda.”® Curiosamente, la administracién de un inhibidor
de NLRP3 (bloqueando la maduracién de IL1B y IL18) durante la infeccién por influenza

sugitié que la IL1B puede promover la recuperacion cuando se administra en fases iniciales de
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la infeccién, pero esta asociada con una respuesta inflamatoria perjudicial, dafio tisular y
mortalidad cuando se administra en etapas tardias de la infeccién. Por lo tanto, la induccion
temprana de IL1f por el virus protege a los huéspedes infectados al promover la actividad de
las células T CDS8 y las respuestas de anticuerpos, pero tiene consecuencias negativas si se

mantiene durante toda la respuesta.’”’

La IL6 es una de las primeras citocinas liberadas. Se considera proinflamatoria y en diversos
estudios clinicos se ha correlacionado con la severidad en pacientes con infecciéon por virus de
la gripe A. Sin embargo, los estudios en modelos animales idican su papel protector en este
tipo de infecciones.” En pacientes reumatolégicos tratados con Tocilizumab, un anticuerpo
monoclonal anti IL6, se ha observado que la inhibicién de IL6 reduce la inflamacién asociada
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con la infeccién asi como sus sintomas durante la gripe.

La IL17 parece que juega un papel importate en la respuesta inmune antiviral efectivas, sin
embargo, podria estar implicada en la exacerbaciéon de la inflamacién pulmonar e
inmunopatologfa asociada a la gripe.” Es secretada fundamentalmente por células Th17 y
Tc17. En modelos animales se ha observado protector frente a la infeccién por Influenza®
modulando la respuesta de linfocitos B en infecciones por HIN5 y HIN1*"* En otros sin
embargo, se ha relacionado con el dafio pulmonar mediado por el HIN1."* En humanos, tras
el estudio de los niveles de citoquinas en 27 pacientes criticos con infeccién por HINI,
observaron que niveles altos de IL17 se asociaba a un aumento de la probabilidad de

: ;235
supervivencia.””

En respuesta a los estimulos inflamatorios como Cba, TNF-alfa, IL-1 o IL-6, se activa la
fosfolipasa A2 que genera acido araquidonico (AA) a partir de los fosfolipidos de membrana.
El AA puede seguir dos vias de metabolizacion, la cicloxigenasa (COX) que estimula la sintesis
de prostaglandinas y tromboxanos, y la lipoxigenasa (LO), responsable de la producciéon de
leucotrienos. COX y NOS son dos de las enzimas principales que median la disfuncion
cardiovascular y contribuyen, junto con LO a la progresién al fallo multiorganico en el paciente
séptico.” También aumenta la expresion del inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1),

inhibiendo la fibrinolisis, ademas de liberar citoquinas que inhiben la expresién de la
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trombomodulina (TM), factor importante para la activacion de proteina C (inactiva factores

procoagulantes) y la disminucién de la actividad procoagulante de la trombina.*

Los monocitos, macréfagos y neutréfilos son las células principales reclutadas en el espacio
alveolar y son necesarias para el aclaramiento viral. La alteracién de la funcién celular de estas
células se han relacionado con el mal prondstico en los pacientes con infecciones por gripe A.
La apoptosis tardia y la respuesta prolongada de los neutréfilos se asocian con una mayor
lesién organica, incluido el SDRA, y una menor supervivencia.” Tanto el receptor 1 de la
muerte celular programada (PD-1) como los receptores de adenosina parecen desempefiar un
papel importante™*Tas ROS liberadas por los neutréfilos son parte de la retroalimentacién
positiva de la respuesta inflamatoria y causa disfuncién tanto endotelial como mitocondrial que
contribuye al proceso de fallo multiorganico. La disminucién de la expresion de HLA-DR en
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monocitos ha demostrado ser un predictor de infeccién nosocomial en pacientes con sepsis.

Diversas quimiocinas liberadas parecen estar relacionadas con la severidad de la enfermedad
por IAV. Se ha descrito niveles anormalmente elevados de la proteina inflamatoria de
macréfagos (MIP1) en casos fatales de IAV. Por otro lado, se ha observado que los ratones
carentes de MIP-1 exhiben una disminucién del aclaramiento viral, pero al mismo tiempo una
reduccion de la mortalidad y el dafio pulmonar. Las células epiteliales infectadas atraen a la
zona de infeccién a monocitos circulantes y macréfagos a través de la interaccion entre la
quemocina CCL-2 y sus reseptores CCR5 y CCR2. En estudios animales se ha observado que
los ratones CCR5-/- muestran una respuesta inflamatoria excesiva y una mayor mortalidad,
mientras que los ratones CCR2-/- mostraron una disminuciéon de la respuesta inflamatoria y la
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mortalidad, pero con una carga viral significativamente mas elevada.

Los linfocitos T, tanto CD4 y CD8, tienen un papel importante en el aclaramiento viral pero
también en su inmunopatologia. Se puede desencadenar una lesiéon pulmonar letal mediante la
transferencia de células T CD8 especificas de antigeno a ratones transgénicos que expresan el
antigeno HA de la gripe. Sin embargo, no se desencadena dicha lesion en aquellos con defectos

en la respuesta de crecimiento temprano epitelial 1 (Egr-1), un regulador critico en el desarrollo
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de las células T CD8. Esto explica que la enfermedad respiratoria grave de la influenza a
menudo se caracteriza por la liberaciéon temprana de citocinas de tipo Thl y Th17, pudiendo

ser diana de tratamientos inmunomoduladores.

La respuesta antiinflamatoria reactiva se basa en la liberacién de citoquinas inhibidoras como
TGF-B, 1L4, 110, IL11, IL13 entre otras y sus receptores especificos asi como antagonistas de
receptores solubles de las citoquinas proinflamatorias.” Una profunda y mantenida respuesta
antiinflamatoria puede llevar al paciente a un estado de profunda inmunosupresion, e incluso a
la anergia.” Ta inmunoparalisis, como algunos se refieren a esta dltima situacién, deja al
paciente séptico a merced de infecciones nosocomiales banales para la mayoria de los
inmunocompetentes. El desequilibrio en la respuesta de tipo Th1/Th2 telacionada con la
presencia de IL-2 y IL-4 respectivamente, juega un papel importante en la fisiopatologia de la
tormenta de citoquinas o anergia respectivamente.”>”

En general, las estrategias terapéuticas para tratar la sepsis se han centrado en inhibir la fase
hiperinflamatoria temprana. Sin embargo, es evidente que existe un estado de supresion
inmune concomitantemente al estado inflamactorio que parece tener un papel importante en la
inmunopatologia, el desarrollo de infecciones persistentes, recurrentes, secundarias y
nosocomiales. La supresién inmune inducida por sepsis afecta tanto a los efectores celulares
del sistema inmune innato como al sistema adaptativo. Uno de los efectos mas importantes es
la disfuncién de la célula presentadora de antigenos (APC). La disminucion de la expresion de
la HLA-DR vy la produccién alterada de citocinas, reducen las capacidades de las CPA para
estimular las funciones inmunes impulsadas por los linfocitos. Por otro lado, la apoptosis de
linfocitos y CPA se considera un sello distintivo de la supresiéon inmune. Ademas estas
alteraciones persisten posterior al episodio agudo que a menudo resultan en reingresos
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hospitalarios y una supervivencia a largo plazo menor.
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1.4.3. Coinfeccion / Sobreinfeccion pulmonar

La prevalencia de coinfecicon bacteriana en los pacientes con influenza es desconocida. En
una revision sistematica y metaanalisis donde destaca la gran heterogenicidad de lo estudios
publicados, va desde el 2- 65%. Los gérmenes mas frecuentes son Streptococcus pnenmoniae y el

Staphylococens anrens™.

Ademas de la coinfeccion bacteriana, la introuduccion de técenicas rutinarias como la PCR, han
permitido ampliar el espectro etiolégico de las infecciones respiratorias, mostrando que en un
porcentaje importante de ellas se presentan como coinfecciones viricas, sobre todo en la
temporada invernal y los tipos dependen de los virus que circulen en dicho momento. El
significado clinico de las infecciones mixtas, sin embargo, no esta aclarado, ya que en muchos
casos debido a que la alta sensibilidad de las prubas moleculares pueden detectar virus mas alla

del episodio agudo.'”

Una fuente de morbi-mortalidad elevada es la neumonia bacteriana secundaria, que se presenta
tanto en los pacientes adultos como pediatricos graves entre un 25-50 %. Los
microorganismos mas frecuente son de nuevo el S#eprococcus pnenmoniae y el Staphylococcus
aurens.”’Entre los mecanismos por los que parece aumentar el riesgo se encuentra el dafio
celular causado por el virus, la inmunidad desregulada secundaria o la alteraciéon de la
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microbiota intestinal secundaria.

1.4.4. Patologias y/o condiciones asociadas

Diversos factores aumentan el riesgo de complicaciones graves por la Influenza. Estos son las
edades extremas (menores de 2 afios y mayores de 65), asma, afecciones neuroldgicas,
trastornos sanguiineos como la anemia falciforme, enfermedades pulmonares crénicas,
tratastornos endocrinos como la diabetes, cardidpatias, enfermedades renales y hepaticas,
obesidad, inmunodepresiéon (VIH, oncolégicos o secundario a tratamiento inmunodepresivo)
embarazadas entre otros. Existe una comprension limitada de los mecanismos inmunolégicos

involucrados y de las variaciones genéticas que pudiesen contribuir a la enfermedad. No
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obstante, estos factores se dan en una fraccién de los casos graves, de hecho, la infeccién
producida por pdmHIN1-2009 present6 alta morbimortalidad en adultos de edad media y
jovenes sanos. Por tanto, existen ain por aclarar los mecanismos responsables de la mala

evolucién en los pacientes graves, presentanose la genética y epigenética como factores
importantes a estudiar. Se hipotetiza que dichos factores convergen en una disfuncién inmune

que condiciona la habilidad del paciente en la eliminacién del patégeno.'

Por ejemplo, los pacientes obesos podrian presentar alteraciones inmunolégicas debido a la
secrecion anormal de moléculas importantes en la regulaciéon inmune por el tejido adiposo. La
adiponectina, que reduce la actividad de macréfagos y que en estos pacientes, al igual que en
gestantes, esta disminuida, lo que podria amplificar las respuesta inflamatoria en respuesta a la
infeccion'”'"”. Las embarazadas por su lado, presentan un fenémeno de inmunotolerancia y
supresion activa de la respuesta inmune para evitar el rechazo del feto que podria explicar el
aumento de la susceptibilidad a la infeccién. A nivel sistémico, hay aumentos de células T
reguladoras, los linfocitos Thl / Th2 se alteran en favor de Th2 y, por lo tanto, son
predominantes las citocinas similares a Th2, como la IL10 y el factor de crecimiento
transformante B (TGF-B), con una funcién disminuida de las células presentadoras de
antigenos y disminucién de la expresion de MHC, moléculas coestimuladoras y citoquinas
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proinflamatorias.

1.4.5. Biomarcadores inmunitarios en la neumonia grave por influenza

Tradicionalmente la sepsis se ha identificado como una respuesta inflamatoria precoz causante
de una gran mortalidad inicial y una fase antiinflamatoria compensatoria final, causante de la
mortalidad tardfa relacionada con la anergia. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado
que tanto el estado inflamatorio como antiinflamatorio son fenémenos simultaneos y
duraderos, responsables de una inmunidad disfuncional. Factores como genética, edad,
ambiente, comorbilidades, microbioma y la modulacién de la epigenética y el metabolismo
modularan el inmunofenotipo de cada paciente. En la figura 5 podemos obervar la evolucion

conceptual en el tiempo de la respuesta inflamatoria y antiiflamatoria.
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Figura 5: Evolucién histérica de los modelos explicativos de la respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria en la

sepsis. Adaptado de Rubio I, Osuchowski M, Shankar-Hari M, Skirecki T, Winkler M, Lachmann G et al. Current gaps in sepsis

immunology: new opportunities for translational research. The Lancet Infectious Diseases. 2019;19(12):422-436.

En los dltimos afos se ha postulado el papel terandstico y no sélo prondstico de los
biomarcadores imunitarios. Por un lado, a pesar de la administraciéon temprana de antiviricos
persiste una mortalidad alta en los pacientes ingresados en UCI por influenza. Dado el papel
de la inflamacién en la patogenia, el uso de inmunomoduladores adyuvantes podria ser una
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Por otro lado, se han informado niveles

estrategia efectiva en el manejo de estos pacientes.
altos de citoquinas proinflamatorias o “tormenta de citoquinas” en pacientes con infeccién
grave por el virus HIN1pdm09, H5N1 y H7N9, relacionandose con el pronéstico y mortalidad
de estos pacientes.'” Es por ello que en los dltimos afios ha sido habitual el uso de corticoides
a altas dosis para limitar esta respuesta inflamatoria excesiva y mejorar el pronéstico. Sin
embargo, en una revision Cochrane en 2016 concluyen que los pacientes tratados con
corticoides podrian haber tenido un riesgo mayor de muerte en comparaciéon con los no lo
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recibieron.
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No cabe duda que la hipercitoquinemia descrita en los pacientes graves por influenza tienen
una gran importancia en la fisiopatologia. Sin embargo, a modo de simplificar obviamos la
posible dualidad de muchas de las citoquinas liberadas, y por tanto del posible papel directo del
dafo tisular, pero también de la disfuncién inmune, hasta ahora asociada al sindrome de la
respuesta antiinflamatoria secundaria, la inmunosupresién y la muerte tardia. En los ultimos
afios, y sobre todo después del consenso sepsis 3, se ha abandonado el SIRS como parte unica
del dafo agudo y temprano de la sepsis, conociendo mas sobre la fisiopatologia y observando
que ambas respuestas se inician de forma simultinea, probablemente compartiendo muchas
vias de activacioén y propagacion. Un ejemplo es el trabajo de Yu et al, que analiza los niveles
de interleuquinas en suero de pacientes con HIN1 de diferente severidad y donde observé una
produccién combinada de citoquinas Th1/Th2, con una alta correlacién entre la liberacion de
IL6 y 10, (citocina pro y antiinflamatoria respectivamente) y la severidad de la infeccion,
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reafirmando la idea de que ambas vias comparten protagonismo en la fisiopatologia.

Aunque el conocimiento de los mecanismos subyacentes a la inmunodisfunciéon relacionada
con la sepsis han avanzado en los ultimos afios, los ensayos clinicos que han probado
estrategias de intervencién inmune en pacientes sépticos han resultados fallidos. Venet et al,
propone que la clave del éxito en futuros estudios es la estratificaciéon de los pacientes, no solo
en funcién de las caracteristicas de la infeccién y parametros especificos del paciente, sino
también segun su estado inmunitario en un momento dado. La necesidad de la estratificacién
de biomarcadores de los pacientes, por lo tanto, parece un requisito previo en los ensayos
clinicos para evaluar las terapias inmunomoduladoras en estos pacientes. Hasta la fecha, el
recuento absoluto de linfocitos y la disminucion de la expresion de HLA- DR por parte de los
monocitos parecen ser los marcadores mas solidos para la estratificacion de pacientes en
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ensayos clinicos multicéntricos™".
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1.5. IMPORTANCIA DEL HIERRO Y PROTEINAS RELACIONADAS EN LA
RESPUESTA INMUNE A LA INFECCION

El hierro es un micronutriente esencial para casi todos los organismos vivos e interviene en un
gran numero de importantes procesos biolégicos como la eritropoyesis, metabolismo
oxidativo, biosintesis de ADN y la respuesta inmune."” Su capacidad de cambiar entre
multiples estados de oxidacién lo convierten en un importante cofactor en la transferencia de
electrones y reacciones de 6xido reduccién'’ Sin embargo, el exceso de hierro causa dafio
tisular por oxidaciéon de proteinas, peroxidacion de lipidos de membrana y modificaciéon de
acidos nucleicos, con la conversién de peréxido de hidrogeno en especies reactivas del oxigeno
(ROS), resultando en una gran variedad de complicaciones que provocan dafios organicos y
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muerte prematura.

Este es un elemento tan esencial para el crecimiento y supervivencia de todos los organismos
que su déficit puede impedir o dificultar el desarrollo de patdgenos y su exceso favorecer las
infecciones o su gravedad.'” Como el contenido de hierro en liquido biolégicos es bajo,
algunos patogenos ha desarrollado complejos mecanismos para adquirirlo de forma eficiente.
Por otro lado, una importante estrategia de defensa antimicrobiana se basa en la privacién a los
patégenos de este nutriente. Mientras que algunas de estas asociaciones pueden reflejar efectos
del hierro en el crecimiento de patdégenos, también pueden ser el resultado de la influencia del
hierro en la respuesta inmune al patégeno. Hay estudios que muestran la influencia del hierro
en la expansién de los diferentes subconjuntos de linfocitos T tanto in vivo como in vitro.'"

En pacientes con hemocromatosis existen proporciones desequilibradas de linfocitos T que

producen altos ratios CD4+/CD8+.""*

Durante la sepsis el metabolismo del hierro se ve afectado tanto a nivel local como sistémico.
Uno de los hallazgos mas frecuentes es la anemia. Si bien la causa es multifactorial: factores
relacionados con la propia comorbilidad, firmacos utilizados, extracciones sanguineas, o
déficits nutricionales entre otros; las alteraciones en el metabolismo del hierro juegan un papel
muy importante. Suele ser habitual la presencia de una eritropoyesis limitada por la falta de

disponibilidad de hierro a consecuencia de una disminucién de la absorcion intestinal, de la
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recirculacién del hierro, un aumento de la captaciéon y el almacenamiento de hierro por los
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macréfagos que se traduce en un aumento de ferritina paraddjica.

1.5.1. Ferritina

La ferritina es una proteina clave del metabolismo del hierro que es capaz de secuestrar
grandes cantidades de hierro (hasta 4500 atomos de Felll), y por lo tanto, con la doble funciéon
de desintoxicacién y almacenamiento de hierro. La ferritina es una proteina intracelular que se
localiza principalmente en el citoplasma, aunque también se encuentran trazas en suero y otros
fluidos biolégicos. Una forma relativamente recientemente identificada ha sido en la
mitocondria. ' La expresion de ferritina mitocondrial no es dependiente del hierro y se limita a
las células con alta actividad metabdlica, como testiculos, corazén y cerebro. Los estudios in
vitro demuestran que tiene y un papel importante en la regulacion de la homeostasis del hierro
celular y en la citoproteccion contra el dafio oxidativo.'' Esta compuesta por subunidades de
cadena pesada (H) y ligeras (L). Dependiedo del tipo de tejido, la proporcion de cadenas Ly H
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varfan. "~ Las cadenas de ferritina H poseen actividad ferroxidasa, otorgandoles actividad

antioxidante.'"”

La inflamacién juega un papel importante en la regulacion de la expresion de la ferritina.
Citoquinas inflamatorias, particularmente el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e
interleucina-2 (IL-2), regulan aumentando la sintesis de ferritina al aumentar la unién de NF-
kB al potenciador de la transcripcién FER2 del IRE y la regién de codificacion.”™ Se han
descrito también vias independientes de IRE bajo el estimulo directo de TNFa, 1I-2 y otras
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La expresion de ferritina se produce en varias células, incluyendo células mesenquimales,
hepatocitos y macréfagos de monocitos. La mayoria de los estimulos relacionado con la
inflamacion y dirigido a la sintesis de ferritina parece aumentar la H-ferritina preferentemente,
lo que reduce disponibilidad de hierro citosdlico. Parece que la ferritina H posee una funcion

supresora sobre la proliferacion y diferenciacion células hematopoyéticas, disminuyendo la
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proliferacion y el numero de granulocitos, eritrocitos, macréfagos e inhibidora de la funcién
inmune de los linfocitos.'” Parece ser que esta accién mielosupresora depende la actividad
ferroxidasa de la ferritina H, no teniendo esta capacidad la ferritina L. y consecuentemente
dicha funcién.'” También hay evidencia de que la H-ferritina juega un papel importante en la
sefializacion del receptor de quimiocinas y la migracién celular mediada por receptores. Por
ejemplo, se ha observado que la ferritina H en presencia de la quimiocina CSCL12, se une al
receptor 4 de la quimiocina CXC (CXCR4), reprimiendo su activacion.'” Por otro lado la
ferritina se une cinindégeno de alto peso molecular (HK), molécula importante en la via
intrinseca de coagulacion, que actia como una via de sefializacién antiinflamatoria, ya que la
interaccion directa de la ferritina con HK evita escision de HK y una reduccién concomitante

en la liberacion de bradiquinina.m

Ademas de la ferritina intracelular, existe la ferritina circulante, ampliamente utilizada como
indicador fiable de depésitos de hierro corporal. Esta es pobre en hierro y se compone
principalmente de subunidades I.."”” Aunque la ferritina sérica es medida de forma rutinaria se
sabe que hay muchos factores, incluida la inflamacién, infecciéon y malignidad, que pueden
elevar la ferritina sérica, complicando la interpretacién de éste. A pesar de su uso tan extendido
queda mucho sobre su fisiologfa por esclarecer. La fuente y la via secretora detallada de la
ferritina sérica no se conocen completamente. Se ha demostrado que los hepatocitos,
macréfagos y células de Kupffer secretan ferritina. No se conoce la sefial de secrecion de la
ferritina, pero parece que la ferritina L en suero y en tejidos esta codificada por el mismo gen y

que citoquinas como IL.1 y TNF a regulan transcripcionalmente su produccion.'”

Diversos estudios han otorgado otra posible funcién a la ferritina extracelular: la de portador
de hierro para proporcionar hierro a las células.”Ademas de hierro, la ferritina tiene la
propiedad de encapsular y suministrar otras moléculas. Gracias a su pequefio tamafo, relativo
facil ensamblaje-desensamblaje, capacidad de introducirse en el citoplasma y ntcleo de las
células es una de las moléculas mas utilizadas en nanotecnologia como transportador de
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moléculas.
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La ferritina sérica por tanto, es reconocida como un RFA y marcador de inflamacién aguda y
cronica, estando elevada en multitud en enfermedades como enfermedades renales cronicas,
enfermedades autoinmunes, neoplasias e infecciones. La elevada ferritinemia refleja un
aumento de almacén de hierro pero paraddjicamente secuestrado. Esta deficiencia relativa de
hierro se ha propuesto como un mecanismo de defensa para que el hierro no sea utilizado por
patégenos y tumores.””"'*>'>’ Sin embargo, hay una creciente evidencia de que la ferritina sérica
también tiene un papel activo en la modulacién de la inmunidad e inflamacién. Ruddell et al.
propuso un nuevo papel para la ferritina extracelular como una molécula de sefializacion
proinflamatoria en células estrelladas hepaticas. Observaron la activacion NFkB de células
tratadas con ferritina via activaciéon de la PI3 y MAP quinasas . Curiosamente, esta funcién era
independiente del contenido de hierro de la ferritina, sugiriendo que la ferritina exégena puede
asumir roles completamente independientes de su papel clasico como una proteina de unién al

. 134
hierro.

En el caso de hallazgos de hiperferritinemias en los pacientes sépticos es importante descartar
el sindrome hemofagocitico (SHF). El sindrome hemofagocitico es un sindrome caracterizado
por una inflamacién excesiva y destruccion de tejido debido a una activacién inmune anormal.
El estado superinflamatorio parece ser causado por una regulacion alterada de los macréfagos
activados y linfocitos. Sus criterios diagnésticos son la presencia de fiebre, citopenia de 2
subpoblaciones, hipertriglicemia y/o hiperfibrinogemia, hiperferritinemia (>500 ng/ml),
hemofagocitosis, receptor soluble de IL2 elevado (CD25), disminucién de la actividad Natural
Killer y esplenomegalia. Este sindrome puede ser primario, normalmente en nifios, denotando
un desorden genético o secundario a enfermedades autoinmunes o a infecciones graves. Tanto
el SHF primario como el secundario puede desencadenarse por infecciones u otros eventos de
activaciéon inmunoldgica, y las mutaciones genéticas pueden ser encontradas en individuos de
cualquier edad, con o sin antecedentes familiares. Las infecciones viricas suelen ser las mas
frecuentemente relacionadas con este sindrome, incluidos VEB, CMV, HVS, VVZ, VIH, yel
virus HIN1."” El sindrome de activacién de macréfago constituye una forma de SHF
caracterizada por presentar una concentracion alta de PCR. Es mas frecuente en el sindrome

de Still, LES y tras trasplantes de médula 6sea.”” Respecto a la Influenza Harms et al. realiza un
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estudio patoldgico retrospectivo de 8 pacientes con infeccion fatal por el virus HIN1. En
todos los casos se observé citofagocitosis, hallazgo poco comun en estudios patolégicos de
otros subtipos de gripe. Se identificé citofagocitosis en secciones de médula 6sea obtenido a
partir de costillas en todos los casos. En aquellos con un curso mas rapido de la enfermedad se
document6é hemofagocitosis prominente en el bazo, ganglios linfaticos y médula 6sea. Dado
que no todos los criterios fueron evaluados la posibilidad de SHF no puede ser descartado. Los
autores concluyen que la posibilidad de el sindrome hemofagocitico debe investigarse en

. . ., 137
pacientes gravemente enfermos con infeccién por HINT.

La sepsis comparte muchas caracteristicas con el SHF, incluyendo fiebre, citopenias y
afectacion hepatica. Tanto la sepsis como el SHF pueden tener hallazgos de coagulacion
intravascular diseminada e inflamacion generalizada. No existe una prueba para diferenciarlos
pero, dado que necesitan diferentes tratamientos, es importante diferenciarlos. Lanchmann et
al, realiza un estudio observacional retrospectivo en una cohorte mixta de pacientes criticos
donde selecciona aquellos con ferritina >500 ug / L y los categoriza en diferentes grupos:
SHEF, sepsis, shock séptico y otras causas. De 2.623 pacientes con hiperferritinemia 40 (1.52%)
tenfan un diagnéstico emitido por expertos de SHF con una ferritina maxima estadisticamente
superior que el resto de grupos. Los pacientes con sepsis y shock séptico tuvieron niveles
maximos de ferritina mas altos que los pacientes con otros diagnosticos (cada p <0,001).
Determinaron que un valor de ferritina de 9.083 pg / L tiene un 92.5% de sensibilidad y 91.9%
especificidad para el diagnéstico de SHF (area debajo de la curva, 0,963; 1C 95%, 0.949-0.978).
Este valor dista mucho del valor de >500 pg / L propuesto por los criterios de SHF de 2004,
enfocados en la poblacién pediatrica. Un detalle a destacar, es que el 30% de los pacientes con
SHF tenfan diagnoéstico de sepsis y el 57,5% de shock séptico, por lo que fueron
infradiagnosticados."” Por tanto los autores recomiendan, acorde con otras publicaciones, que
en los paneles de laboratorio de rutina de la UCI deben expandirse incluyendo la ferritina,

triglicéridos, fibrinégeno, ASAT y sil-2R."”

1.5.2. Transferrina

La transferrina (Tf) es una glicoproteina que une hierro y lo transporta a las células via receptor
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de transferrina (TfR)-endocitosis que refleja el estado organico de proteinas y hierro.'* Esta
sintetizada mayoritariamente a nivel hepatico y su funcién principal es el transporte de Fe,
siendo los niveles de hierro sérico el principal regulador de su sintesis. La Tf se encuentra
aumentada en presencia de un déficit de hierro con el objetivo de captar el Fe circulante para
ser utilizado en la eritropoyesis, aunque su saturacién esta disminuida. Al tratarse de un
reactante de fase aguda negativo, en situaciones de inflamacién, sobrecarga férrica, infeccién o
malignidad, se encuentra disminuida, no siendo ttil para la valoracién de la ferropenia.'*' En la
circulacién existe en varias formas que contienen hasta seis residuos terminales de acido sialico
en sus cadenas laterales de carbohidratos. En individuos sanos, predominan las formas trisialo-,
tetrasialo- y pentasialo-.'* Se ha observado que durante la sepsis aumenta la desialilacién de la
transferrina por aumento de la actividad de la neuroaminidasa. El patron de sialilacion de la
transferrina es probablemente importante Varios estudios en modelos animales han destacado
el efecto de la desialilacion en la captacion hepatica de hierro, aumentandola, y en la semivida
de la transferrina disminuyéndola, pudiendo ser uno de los responsables de la rapida alteracion

del metabolismo del hierro en pacientes sépticos.'
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1.6. BIOMARCADORES PRONOSTICOS PRECOCES EN LA
NEUMONIA GRAVE POR INFLUENZA

Idetificar los pacientes que desarrollaran una neumonfa viral potencialmente grave es
fundamental, porque la mortalidad es alta y es vital poder predecir la gravedad para permitir el
ingreso inmediato a la UCIL. En la mayoria de estos pacientes el curso clinico es un cuadro
inespecifico de infeccidn respiratoria que se hace grave (SARI) a los 4-5 dias de inicio. Durante
las horas siguientes al inicio de insuficiencia respiratoria (necesidad de oxigeno para mantener
una saturacion superior al 90%), se hace dificil distinguir que pacientes evolucionaran de una
forma estable o presentaran una agravamiento fulminante que requiere oxigeno a altas

concentraciones (opptiflow) y ventilacién mecanica.

Se han evaluado diferentes scores para facilitar al clinico el diagnéstico y estratificar la gravedad
de los pacientes, con el objetivo de un uso de recursos eficiente. El PSI y CURB-65 son los
dos sistemas de puntuacién principales con similar validez, disefiados para estratificar el riesgo
de los pacientes que se presentan con Neumonia adquirida en la Comunidad (NAC). Sin
embargo, estos sistemas de puntuacién no parecen adecuados para los pacientes con gripe
HINT1. En un estudio que compara la puntuacién obtenida entre CAP por HIN1 y de otras
etiologfas, muestra una menor puntuacioén en los pacientes con gripe a pesar de tener una
enfermedad mas grave. Ademas, ninguno de los dos predijo la necesidad de ingreso en la UCI
o ventilaciéon mecanica. Esta discrepancia en los sistemas de puntuaciéon parece ser explicado
por el excesivo valor de la edad estos scores los puntos dados por la edad, minusvalorando la

gravedad en el paciente joven, especialmente vulnerable en la infeccién por HINT."

Las nuevas definiciones de Sepsis ponen mas énfasis en el desarrollo de fallo organico, en este
caso respiratorio. Los sistemas de puntuacién como el APACHE II o SOFA se han
relacionado con el mal prondstico en estos pacientes. Los sistemas de evaluacion del fallo
organico SOFA y qSOFA fueron propuestos por el consenso SEPSIS-3 para identificar a los
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pacientes de alto riesgo con sospecha de infeccion.

Pero los sistemas de puntuacion APACHE II y SOFA requieren el registro de los valores mas
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bajos de diversos parametros clinicos y biologicos dentro de las primeras 24 horas de
hospitalizacién.'* En una serie pequefia, nuestro grupo reporté la limitada utilidad del gSOFA
para detectar la gravedad en estos pacientes.'”’ En contraste, los biomarcadores se pueden

medir rapidamente, a las pocas horas de la admision de los pacientes en Urgencias o en la UCL

En las ultimas décadas ha crecido el interés por hallar biomarcadores utiles para el manejo de
estos pacientes. Un biomarcador es una caracteristica objetivamente mesurable, capaz de
identificar procesos fisiologicos o patolégicos, o bien una respuesta farmacolégica a una
. ., , . 150 . . . . .

intervenciéon terapéutica. > Los biomarcadores tienen diferentes aplicaciones como
herramienta diagnostica, estratificador de gravedad, prediccion y/o monitotizacién de una

respuesta terapéutica.

La mayor parte de los estudios en este sentido se han basado en la NAC sin diferenciar entre
bacteriana y otros microorganismos. Una reciente revisiéon diferencia a estos biomarcadores
como cardiacos y no cardifacos. En la tabla 1 se muestran su posible mecanismo fisiopatolégico
y su utilidad en la NAC. Como podemos observar, se han estudiado muchos biomarcadores
considerando que cada uno de ellos refleja un aspecto de la enfermedad diferente. Sin
embargo, la aplicacion clinica de muchos de ellos todavia es incierto debido a sus limitaciones y
la heterogeneidad de la enfermedad.”' Esta limitacién es atin mayor en los pacientes con
influenza ya que existe poca evidencia de su aplicacion es estos pacientes, siendo inexistente
para la mayorfa de los biomarcadores descritos. De todos los mencionados, los mas utilizados
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han sido la proteina C reactiva (PCR) y la procalcitonina (PCT).

BIOMARCADOR MECANISMO POSIBLE USO EN NAC
FISIOPATOLOGICO

CARDIACOS

Troponinas Lesién miocardica Supervivencia a corto-largo plazo

Péptidos natriuréticos Volumen de liquido corporal, | Supervivencia a corto-largo plazo

estrés cardiaco

MR-proADM Vasodilatacion, inflamacion Ingreso en UCI
Endotelina 1 Vasoconstriccion Supervivencia a corto-largo plazo
Copeptina Volumen de liquido corporal, | Supervivencia a corto-largo plazo
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vasoconstriccion Ingreso en UCI

NO CARDIACOS

PCR Inflamacion Supervivencia a corto plazo
PCT Infeccion Diagnéstico etioldgico en ingreso
en UCI

Supervivencia a corto plazo

1L-6 Inflamacién Supervivencia a corto-largo plazo
TNF-alfa Inflamacién -

Recuento linfocitario Inmunidad adaptativa Supervivencia a corto plazo
NETSs Infeccidn, inflamacién, | Supervivencia a corto plazo

Activaciéon  plaquetaria, lesion

endotelial
DD Trombolisis Supervivencia a corto plazo
Cortisol Funcién adrenal Supervivencia a corto plazo
FGF21 Regulacion metabolica, | Supervivencia a corto plazo

Inflamacién, Inmunomodulador

Calprotectina Actividad Neutré6filos Discriminacion de etiologfa
bacteriana

Supervivencia a largo plazo

Presepsina Reconocimiento bacteriano Supervivencia a corto plazo

PTX3 Respuesta inmune innata Supervivencia a corto plazo

Tabla 1. Biomarcadores en la NAC. Adaptado de Méndez R, Aldas 1, Menéndez R. Biomarkers in Community-Acquired Pneumonia
(Cardiac and Non-Cardiac). Journal of Clinical Medicine. 2020;9(2):54

MR-proADM: regiéon media de la pro adrenomedulina. PCR: proteina C reactiva. PCT: procalcitonina. IL-6: interleuquina 6. TNF alfa: Factor
de Necrosis Tumoral alfa. NETs: rampas extracelulares de los neutréfilos. DD: dimero D. FGF21: Factor de Crecimiento Fibroblastico 21.

PTX3: pentraxina 3

La PCR es un marcador de respuesta inflamatoria aguda, y el aumento de su concentraciéon se
ha descrito en muchas enfermedades. Es sintetizada en los hepatocitos como respuesta a
citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 6 (ILG), y parece desempefar un papel
trascendental en la respuesta inmune. En una reciente revisién sistematica proporciona
evidencia de que los niveles de PCR al diagnéstico son de media significativamente mas altos
en pacientes que desarrollan complicaciones graves de la gripe en comparaciéon con aquellos
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que presentan un curso no severo de la enfermedad.
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La procalcitonina (PCT) es un precursor activo de la hormona calcitonina que pertenece
genéticamente a familia CALC-1. Esta aumentado en la sepsis pero también en otras
enfermedades como tumores, pancreatitis, apendicitis, quemaduras, politraumatismos y cirugfa.
Se considera un marcador sensible para las infecciones bacterianas y se ha considerado un
biomarcador util para la monitorizacién del tratamiento con antibiéticos. Por otro lado es un

biomarcador prondstico en los pacientes sépticos.

La region media de la proadrenomedulina (MR-proADM) se ha incorporado recientemente
como biomarcador. Es un péptido precursor de la adrenomedulina (ADM), proteina de la
familia de los genes de la calcitonina que se manifiesta en presencia de una infeccion. La ADM
es un péptido de 52 aminoacidos cuyo gen se expresa en distintos 6rganos; fundamentalmente
en medula adrenal, corazén, rifidon y pulmoén, asi como en el tejido adiposo.154 Durante el estrés
aumentan los niveles en sangre y se le reconocen funciones como vasodilatador,
antimicrobiano y actividad antiinflamatoria, participando en el mecanismo defensivo del
organismo ante la invasion bacteriana.'” La vida media de la ADM es muy corta,
aproximadamente de 22 minutos determinada por una rapida degradacion por las proteasas y
la formacién de complejos con el factor de complemento H en la sangre.156. Sus niveles
plasmaticos son fugaces y dificiles de monitorizar, aunque se han descrito niveles altos en
pacientes criticos sépticos,l57relacionéndose directamente con la relajacién del tono vascular y
por tanto, con la hipotension de los pacientes en shock séptico.lngambién se han encontrado
niveles altos en otras patologfas como fallo cardiaco, insuficiencia respiratoria, insuficiencia
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renal, cirrosis y neoplasias. La Mr-proADM es un fragmento de 48 aminoacidos que se

escinde de la molécula ADM final en una relacién 1:1. Es funcionalmente irrelevante, pero

165,166 . .
Su vida media es

representa proporcionalmente los niveles y la actividad de la ADM.
mayor, varias horas, y su determinacién en plasma resulta posible en la practica clinica. Se ha
relacionado como marcador prondstico en la sepsis, estratificando el riesgo de mortalidad en
pacientes con sepsis mejorando los resultados de PCR y PCT."*"Han sido numerosos los
estudios que han evaluado su utilidad como biomarcador en Urgencias para ayudar a

estratificar el riesgo. El estudio TRIAGE demostré que la combinacién MRproADM vy la

informacién clinica mejora el poder de la estratificacion de la gravedad y la necesidad de
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ingreso en UCI de pacientes que atienden de forma consecutiva a urgencias sin seleccionar
causa.'® En un andlisis secundario de la misma corte se observé que National Early Warnin
Scores (NEWS) también mejoraba su utilidad pronéstica al anadir biomarcadores, siendo el
que mas lo mejora la MR-proADM.'®
En los diferentes estudios se ha observado su gran sensibilidad en aquellos pacientes con
infecciones de origen respiratorio. En 2016 Viausus et al. realiza un metaanalisis sobre
biomarcadores predictores de mortalidad en la NAC donde la pro-ADM se presenta como el
biomarcador con mayor poder prondstico.’De la misma forma, una reciente revisién
sistematica concluye que la MR-proADM representa una herramienta tan util como las
puntuaciones especificas, mejorando su utilidad cuando se utiliza en conjunto, para la toma de
decisiones como el ingreso en UCI, asi como la mortalidad a corto y largo plazo,
independientemente de la etiologfa microbiolégica de la NAC."!

La evidencia sobre su uso en pacientes con gripe es limitado. Nuestro grupo fue el primero en
reportar su utilidad en Urgencias para anticipar el riesgo de mortalidad y la necesidad de
mecanica ventilaciéon, en pacientes con neumonia grave por el virus HIN1, siendo mas 1til que
la procalcitonina (PCT) o proteina C reactiva (PCR).'"" Posteriormente se ha analizado su
utilidad frente a otros biomarcadores como NT-ProBNP, PCR y PCT en la predicciéon de mal
pronodstico en pacientes en Urgencias con sindrome gripal, siendo la pro-ADM la que presenta

mayor capacidad predictiva.'”
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2. HIPOTESIS

La gravedad de los pacientes con neumonia por el virus de la influenza esta determinada por el
dafio pulmonar secundario a un estado hiperinflamatorio inmunomediado que puede

predecirse de forma precoz mediante la determinacion de biomarcadores.

3. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

1. Valorar la utilidad de la MR pro-ADM al ingreso en urgencias para pronosticar precozmente

la mala evolucién de los pacientes con neumontia por el virus influenza.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

2. Determinar si alguna alteraciéon de la inmunidad precoz es un factor predisponente en la

mala evolucién de los pacientes que sufren neumonia por influenza.

3. Determinar la importancia de la ferritina y otras proteinas relacionadas con el hierro y su

relacién con la inmunidad en el prondstico de estos pacientes.

4. Describir el inmunofenotipo caracteristico e identificar aquellos predictores de severidad y

riesgo en los pacientes ingresados por gripe A HINT1.

5. Comparar el estado de la disfuncién inmune presente en estos pacientes con el de una

cohorte de adultos con COVID-19 ingresados en UCI.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. DISENO

Estudio observacional, analitico, prospectivo, multicéntrico. Han participado los siguientes
centros: Hospital Universitario de Jerez, Hospital Universitario Puerta del Mar de Cadiz,
Hospital Clinico Universitario de Puerto Real, Hospital Clinico Universitario de Valladolid,
Hospital Santa Maria del Puerto, Hospital San Rafael de Cadiz.

4.2. ETICA

Estudio aprobado inicialmente por el Comité de Ftica para la Investigacién del Hospital SAS
de Jerez (SNP-SEP.11 Identificador del estudio No. 351- 28 de enero de 2011) y
posteriormente por el resto de los comités de los respectivos hospitales donde los sujetos
fueron reclutados. Los pacientes fueron incluidos en el estudio una vez que ellos o su
representante legal habfan completado y firmado el formulario de consentimiento informado.
El estudio cumplié con la Declaracién de la Asociacion Médica Mundial de Helsinki con
respecto a la conducta ética de la investigacién en seres humanos. No se incluyeron pacientes

menores de 18 anos o con cancer incurable.
4.3. POBLACION ESTUDIADA

Criterios de inclusion: pacientes adultos ingresados de forma consecutiva en las UCI con el

diagnéstico de sepsis de origen pulmonar por gripe durante un periodo de 5 afios (5/02/2013
al 24/03/2018).

® (riterios v definiciones:

La disfuncién organica se definié6 de acuerdo con los criterios de la International Sepsis
Definition Conference 2001'”. T.a neumonfa por el virus de la Gripe se definié6 como una
infeccién del tracto respiratorio inferior caracterizada por: signos y sintomas clinicos de
infeccién respiratoria y opacidades radiologicas observadas en la radiografia de torax,

compatible con neumonia y con un muestra respiratoria positiva para la prueba de diagnéstico
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del vitus de la influenza. Los criterios de admisiéon a la UCI (criterios de gravedad ATS /
IDSA) fueron los siguientes: los criterios principales (presencia de un criterio) necesidad de
ventilacién mecédnica y/o presencia de shock séptico; critetios menores (presencia de dos o
mas criterios) presion arterial sistélica <90 mm Hg, frecuencia respiratoria> 30 rpm, PaO2 /
FiO2 <250, infiltrados multilobulares, confusién, urea> 55 mg / dl, hipotermia, leucopenia o

trombocitopenia.

* Criterio de diagndstico de gripe A o B:

Los criterios diagnoticos fueron sintomas clinicos con infiltrado pulmonar y PCR positiva para
influenza. I.a PCR en tiempo real se realiz6 mediante la técnica "Genexpert" que da resultados
A+; AH1+; B+. Las muestras se tomaron de secrecion faringea, de aspiraciéon bronquial o
lavado bronco alveolar (BAL). Los resultados A no AH1 se asumié como AH3 por ser en los
informes epidemioldgicos del Sistema Centinela de Vigilancia de la Gripe de Espafa del CNE
(Centro Nacional de Epidemiologia) la cepas A circulantes en este periodo de tiempo en

Espana.

Criterios de exclusién: se excluiran los pacientes menores de 18 afios y con cancer incurable.

4.4. TAMANO MUESTRAL

El nimero de casos ingresados en UCI con diagndstico de neumonia grave por gripe en el area
durante el periodo de estudio determiné el tamafno muestral. Finalemente han sido reclutados

122 pacientes en UCI y 61 en el grupo control ingresado en planta.

4.5.VARIABLES

Se incluyeron los siguientes datos demograficos, patologicos y clinicos:

Variables demogrificas:

Se recogié el sexo, edad, procedencia, estancia desde shock séptico, estancia en UCI, exztus en

UCI, a los 90 dias y en el hospital.
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Comorbilidad:

Se recogieron los antecedentes de enfermedad oncoldgica, hematoldgica, obesidad (IMC>30),

enfermedad cardiovascular, enfermedad respiratoria e inmunodepresion.

La inmunodepresion fue definida como cualquier inmunodeficiencia primaria o secundaria a
infeccién por VIH, neoplasia maligna, enfermedad autoinmune, trasplante de érganos solidos,
tratamientos inmunosupresores, o enfermedades hematolégicas (leucemia linfoblastica aguda,
leucemia mieloblastica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia mielégena croénica, linfoma
de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma, enfermedad de injerto contra huésped o trasplante

de médula 6sea).

Variables de infeccion:

Resultados de cultivos al ingreso asi como la coinfeccion o reinfeccion.

Variables de fracaso organico:

Se determiné el numero de 6rganos con disfuncién al ingreso y maximo y la puntuacién

SOFA.

El ndimero de 6rganos afectados se cuantificé de 0 a 8, considerandose: neurolégico (escala de
Glasgow =<14), respiratotio (PaO2/FiO2 <300 o ventilacién mecanica), cardiaca (elevacion de
CPK y troponina-HS), hemodinamico (PAM<70 mmHg, uso de vasoactivos) renal (creatinina
>2 o diuresis <0,5 ml/kg/h), hepatico (bilittubina >2 mg/dl) y hematolégico (CID o
plaquetas <150.000/ml), acidosis metabdlica. Se utilizara el score SOFA. Pacientes con SOFA
superior a 2 seran considerados con Sepsis (Casos), mientras los que tengan SOFA 0-2 seran

considerados con infeccién sin repercusion sistémica (controles).

Variables de escala de gravedad:

Se utilizaron las escalas Apache II (Acute Phisiology and Chronic Health Evaluation II) y
SAPS 1II (Simplified Acute Physiology Score 1I)
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Variables analiticas:

Se determinaron los siguientes valores analiticos: leucocitos, hemoglobina, hematocrito,
plaquetas, Actividad de protrombina, TTPA, Dimero-D, INR, fibrinégeno, glucosa, creatinina,
sodio, potasio, procalcitonina, MR-proADM, NT-proBNP, bilirrubina, AST, ALT, GGT,
fosfatasa alcalina, LDH, albumina, proteinas totales, colesterol, CPK, troponina-HS,
gasometria arterial y venosa. Hierro, Transferrina, Ferritina. En los pacientes ingresados en

UCI se determinaron los niveles de 116 y acido lactico.

Variables de inmunidad:

Se recogieron el recuento de leucocitos, PMN, monocitos, linfocitos y subpoblaciones
linfocitarias: TCD3+, TCD4+, TCD8+, BCD19+, NK CD56+e Inmunoglobulinas A, G y M.

Se determind la expresion HLA-DR en monocitos CD14+.

4.6. TRATAMIENTO

El tratamiento fue protocolizado segun las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Medicina Intensiva, Critica y Cuidados Coronarios (SEMICYUC).

(http:/ /www.semicyuc.org/sites/default/ files/ protocolo_manejo_20091015.pdf).

Los pacientes con alta sospecha de infeccién por influenza fueron tratados con oseltamivir, 75
mg por via oral, dos veces al dia. Debido a la sospecha de confeccidén bacteriana, se agregd
terapia antibidtica de amplio espectro hasta que los cultivos negativos y la PCT normal lo

descartaran.

4.7. RECOGIDA DE DATOS

Se recogieron datos demograficos, epidemiolégicos, clinicos y de laboratorio. Las muestras de

sangre fueron recogidas al ingreso del hospital. Los estudios basicos que incluyeron recuento
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sanguineo completo, bioquimica y coagulacion se procesaron en el momento del ingreso

(dentro de las 12 horas posteriores al ingreso en la UCI).

En la Seccién de inmunologfa del Servicio de Hematologia del Hospital de Jerez se
determinaron las subpoblaciones linfocitarias mediante la técnica de citometria de flujo. Se
utilizaron tres tubos: a) uno con 20 microlitros de los anticuerpos monoclonales (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA, USA) anti-CD3-Fitc, anti-CD4-APC,
anti-CD8-PE y anti-CD45-PercP para establecer las poblaciones de linfocitos T (CD4+ vy
CD8+); b) otro con los anticuerpos monoclonales CD19-Fitc, CD-56-PE y CD-3-PercP, para
establecer el porcentaje de linfocitos B y NK; y ¢) Un tercero con anticuerpos anti-HLADR-
PE, anti-CD45-PercP y anti-CD14-APC para detectar monocitos y establecer la expresion de
la molécula HLLA-DR en ellos. A cada tubo se le afiaden 100 microlitros de S.P., y se incuban
15 minutos en oscuridad. La serie roja se lisa con 2 ml FACSTM Lysing solution (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems, San José, CA, USA) durante 10 minutos en oscuridad.
Se centrifugan a 1700 rpm durante 5 minutos y por ultimo, las células se lavan con 2ml de PBS.
El anilisis se realiza en un FacsCalibur de 4 colores (Becton Dickinson), sobre un total de
20.000 eventos adquiridos, siguiendo el programa Paint-a-gate. Las Subpoblaciones fueron

analizadas sobre el gate linfoide.

Tras la realizacion del hemograma y las subpoblaciones linfocitarias, se separd el plasma del
tubo con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) mediante centrifugacion y se congelé a -80°

hasta realizar las determinaciones de MR-ProADM.

La determinacién de la region media de la proadrenomedulina en plasma se realiz6 por
inmunofluorescencia, utilizando un inmunoanalisis automatizado tipo sandwich (Thermo
Scientific™ BRAHMS™ MR-proADM KRYPTOR™,  Hennigsdorf, Germany) con tecnologia
TRACE (Time resolved amplified cryptate emission).

Para reducir el riesgo de sesgo de mediciéon todas las muestras de los pacientes de otros
hospitales fueron analizadas en el mismo laboratorio. Previamente han sido calibradas con

muestras controles de sujetos sanos y con otras patologias.
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4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Se ha realizado un analisis descriptivo de las variables. Las variables cualitativas se expresaron
usando un numero y un porcentaje, mientras que las variables cuantitativas se expresaron
usando medidas de tendencia central (media, mediana). Se estudi6 la normalidad mediante el
test de Kolmogoérov-Smirnov y la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Levene.
Los valores de los biomarcadores se presentan como rangos medios e intercuartiles (IQR). La
prueba t de Student se us6 para comparar variables continuas si la distribucién era normal; de
lo contrario, se utiliz6 la prueba U de Mann-Whitney. Las diferencias en las caracteristicas
demograficas y clinicas con respecto a la mortalidad se evaluaron al inicio utilizando la prueba
de Chi-cuadrado para variables categoricas. Los valores de diagnéstico predictivos para
gravedad (ingreso en la UCI, ventilacion mecanica) y mortalidad se evaluaron mediante el
analisis de la curva ROC (receiver operating characteristic). Se calculd la sensibilidad, la especificidad,

los valores predictivos y el area bajo la curva (AUC-ROC).

Se ha estimado la supervivencia mediante el método de Kaplan-Meier. Se elaboré un modelo
de riesgo proporcional de Cox, utilizando el método hacia atras (backward), eliminando del
modelo en cada paso las variables no significativas. Acorde a la literatura se escogieron como
variables dependientes la tasa de mortalidad en la UCI, hospitalaria y a los 90 dias y las
variables independientes en el primer modelo (al ingreso) fueron: APACHE II, SOFA, edad,
sexo; obesidad; inmunodepresion, cirugia, lactato, MR-proADM, PCT y PCR. Se verific6 la
bondad de ajuste para cada modelo de regresion logistica a través de la prueba de Hosmer &
Lemeshow. Las variables independientes fueron aquellas con un valor de p <0,10 en el analisis
univariado; Se calcularon los valores de p, asi como los correspondientes bazards ratios (HR) y
coeficientes de regresion e intervalos de confianza del 95% (IC del 95%). Se consider6 un nivel

de significacion del 95% (p <0,05).

Se compararon los resultados de los pacientes ingresados en la UCI pos gripe A N1H1 con
una cohorte de adultos con COVID-19 ingresados en la UCI de 7 hospitales espafioles en los

que se recopilaron de forma prospectiva datos epidemioldgicos y analiticos que incluyen
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parametros demograficos, terapéuticos, inflamatorios e inmunitarios, siguiendo el mismo

protocolo de recogida de datos que en los pacientes con gripe.

Para el analisis de datos se utilizé el paquete estadistico para las ciencias sociales (SPSS) version

16.0 y Med-Calc® version 12.5.0.
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5. RESULTADOS

Se reclutaron 122 pacientes ingresados en las UCIs de 6 hospitales espafoles con el diagnéstico
de neumonias grave por gripe, durante un periodo de 5 afios (5/02/2013 al 24/03/2018).
Durante el mismo periodos de tiempo se analizé y se compar6d con ellos, un grupo de 61
pacientes con infeccién respiratoria por gripe que no ingresaron en la UCI, con neumonia
menos grave ingresadas en el hospital o dadas de alta desde la sala de Urgencias, que se
incluyeron en el grupo de control (CG). Todos los pacientes fueron diagnosticados de
infeccién respiratoria por gripe. También se determinaron los niveles de los biomarcadores en
88 neumonias bacterianas y 6 neumonias por otros virus distinto a los de la gripe. La mayoria
de los pacientes ingresados en la UCI fueron positivo para la cepa N1H1 (75 casos). La cepa
H3N2 se diagnosticé en 33 pacientes y por el virus B en 14. (Véase tabla 2). Adicionalmente
se han incluido los datos de un grupo de pacientes con SARS-2 de una cohorte multicéntrica

posterior (marzo-septiembre del afio 2020) de pacientes infectados por COVID-19.

No ingresados
Ingresados en Mortalidad en Intubados en Mortalidad
GERMEN TOTALES en la UCI
UCI la UCI VM en VM
(controles)
Gripe A
113 75 38 29,3 % 64 34,3%
N1H1
Gripe A
40 33 7 30,3 % 22 45,4%
H3N2
Gripe B 30 14 16 28,5 % 12 33,3%
Totales
183 122 61 29,5 97 37,1%
Gripe
Bacteriana 176 176 - 40,8 140 47,8%

Tabla 2: Numero de neumonias por microorganismos.

La mortalidad del grupo total de gripes fue de 29,5 % en la UCI y 31,9 % en el hospital y a los

90 dias. Por tipo de cepas: los pacientes afectados de gripe HIN1 fallecieron en un 29,3%, los
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H3N2 un 30,3% y las gripes B un 28,5% en la UCI, sin diferencias significativas. Sin embargo
la mortalidad hospitalaria en los pacientes con gripe B fue del 50%, mayor que la gripe por
HINT1 (29,3%) y que la H3N2 (30,3%). La mortalidad fue significativamente menor que en el
grupo de neumonias bacterianas reclutadas en el mismo periodo de tiempo. Respecto al grupo
de pacientes que no ingresaron en la UCI y permanecieron en Urgencias o en planta del
hospital no se registr6 mortalidad.

La distribucién por sexo en el grupo de la gripe fue: 55% hombres y 45 % mujeres. La edad
media fue de 56,3114,9 afios. La mediana de puntuaciones de severidad fueron: SOFA: 7 (4-
10); APACHE 1I: 18 (12-25) y SAPS II: 44,5 (28-59). Al ingreso en la UCI, se observé un
trastorno de oxigenacion significativo con una relacién mediana de Pa / FiO2 de 122 (77,5-
209), sin diferencia en los grupos de mortalidad. Un 26%  tenfan antecedentes de
inmunosupresion (SIDA, tratamiento con corticoides o farmacos inmunosupresores). El 5,7%
tenfan antecedentes de una patologfa onco-hematolégica (mieloma y leucemia). Las
caracteristicas clinicas y demograficas del grupo de estudio, asi como las diferencias en los

grupos de supervivencia estan en la tabla 3.

Supervivientes No supervivientes Neumonia
Neumonia por Virus de la
Neumonia por Virus por Virus de la Gripe en la
Variable Gripe en la UCI
de la Gripe en la UCI UCI
(n = 122)
(n= 86) (n = 36)
Edad mediana (IQR) 57 (45-69) 55,5 (45-65) 61 (49-74) *
Hombres (%) 55% 52,3% 61 %
Mujeres (%) 45% 47,7% 39 % *
Apache IT mediana (IQR) 18 (12-25) 15,5 (11-22) 22 (18-27,5) *
SAPS II mediana (IQR) 44,5 (28-59) 37 (26,5-52) 56,5 (45-64)*
SOFA mediana (IQR) 7 (4-10) 6 (3-8) 11 (9-12)*
Lactato (mMol/L) mediana
1,4 (0,98-2) 13 (1,1-2,7) 2,16%1,62
(IQR)
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Estancia en UCI. (Dias)

9 (5-22) 9,5 (6-22) 8 (4-22)
(mediana IQR)
Inmunodepresion (%) 26,2 % 29 % 19,4 %
Hematologicos (%) 5,7 % 5,6 % 6,1 %
IMC mediana (IQR) 27,6 (24-32,5) 27 (23,7-33) 28,4 (23-35)
Obesidad (IMC>30) (%) 32,4 % 29,2 % 39,4 % *
Fumador / COPD (%) 36,4 % 36,5 % 36,1 %
Diabetes Mellitus (%) 28,7 % 27,9 % 30,6 %

Pa02/FiO2 mediana (IQR)

122 (77,5-209)

1445 83-217)

91 (55-185) *

[Ventilacion mecanica (%) 79,5 % 70,9 % 100% *
Dias en VM mediana (IQR) 6 (1,75-16) 5(0-12) 9 (4,5-20,5) *
Posicion en prono (%) 62% 40,3 % 66,4 % *
Maniobras de reclutamiento

16,2 % 12,5 % 242 %
(%0)
Shock séptico (%) 54,9 % 40,7 % 88,9 o+
Corticoides (%) 29,5 % 29,1 % 30,6 %
Diuréticos (%) 31,4 % 30,6 % 33 %
Técnica continua de reemplazo

13,9 % 8,1% 27,8 % *
renal (CRRT) (%)
Coinfeccion % 39,34% 36% (47% *

Sobreinfeccion %

(21/122) 17%

(11/86) 12,8%

(10/36) 27%

Gram + (%) 18,32 % 11,2 % 333 %*
Gram — (%) 8,2 % 7% 11,1% *
Polimicrobiano (%) 3.2 % 4,65 % 0% *
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Hongos (%) 32% 1,16 % 8,33 %

Tabla 3: Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con neumonia severa causada por el virus de la
g ¥

influenza A y B. Comparaciéon basada en la mortalidad en la Unidad de Cuidados Intensivos. Los datos se

presentan como mediana (IQR); Los valores expresados en porcentajes (%) indican la proporciéon en el grupo

total, en los subgrupos de sobrevivientes y no sobrevivientes. * P <0.05

En los subgrupos de supervivencia de los pacientes con neumonias graves por virus de la
influenza A N1H1 se observa aumento de la estancia en la UCI de 6 dias de media (15 vs. 21)
en los pacientes no supervivientes. Los parametros mas afectados son los respiratorios y
hemodinamicos: deterioro de la oxigenacién, necesidad de la VM, incidencia de shock asi
como la necesidad de las medidas terapéuticas como la ventilacién en posicién en prono, el
reclutamiento alveolar, la necesidad de aminas y la necesidad de HFVVC. También fue mayor
en los pacientes no supervivientes la incidencia de coinfeccién/reinfeccion (68 % vs 30,2 %)

con un 22,7% de Gram+, un 18,2% de Gram - y 9% de hongos aislados. Véase la tabla 4.

Neumonia por Virus Neumonia por Virus
Neumonia por Virus
N1H1 en la UCI; N1H1 en la UCI; no
Variable Ni1Hlenla UCI; n=
. supervivientes. n= 53; | supervivientes. n =
7
(70.49%) 22; (29,33%)

Edad mediana (IQR) 53 (44{)4) 52 (42,77()4) 55 (47*70)
Hombres (0/0) 49 3% 49,1% 50 %
Mu]'eres (0/0) 50,7% 50,9 % 50 % *
Apache II mediana (IQR) 17 (12723) 15 (12721,7) 21 (18725) *
SAPS II mediana (IQR) 45 (2775(0 37 (27751) 53,5 (457()0)*
SOFA mediana (IQR) 8 (875710)7) 6 (479) 11 (8*12) *
Lactato (mMol/L) mediana (IQR) 1,43 (0)9871,8) 6 (479) 1,6 <1;2,5)
Estancia en UCL. (Dias) mediana 13 (7-23) 11 (7-23) 14,5 (7-26)
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(IQR)

Inmunodepresion (%o) 28,2 % 30,2 % 22,7 %
Hematologicos (%) 6,9 % 51 % 10,5 %
IMC mediana (IQR) 27 (23-32) 27 (24-33,3) 27 (23-30,3)
Obesidad (IMC>30) (%) 31 % 333 % 26,3 %
Fumador / COPD (%) 324 % 34,6 % 273 %
Diabetes Mellitus (%) 21,3 % 20,8 % 22,7 %

Pa02/FiO2 mediana (IQR)

90 (60-146)

107 (72-178)

55 (46-90)*

[Ventilacion mecanica (%) 85,3 % 42 % 100% *
Posicion en prono (%) 60,3% 48,7 % 84,2 % *
Maniobras de reclutamiento (%) 27,6 % 20,5 % 42,1 %
Shock séptico (%) 56 % 45,3 % 81,8 Vot
Corticoides (%) 333 % 453 % 31,8 %
Diuréticos (Vo) 34,5 % 333 % 36,8 %
Técnica continua de reemplazo

10,7 % 5,7 % 22,7 % *

renal (CRRT) (%)

Coinfeccion

(25/75) 33,3%

(16/53) 30,2%

9/22) 41% *

Sobreinfeccion

(17/75) 22,6

(9/53) 17%

(8/22) 36,3% *

Gram + (%) 10,6 % 5,66 % 22,72 % *
Gram — (%) 10,6 % 7,54 % 18,18% *
Polimicrobiano (%) 4% 5,66 % 0% *
Hongos (%) 4% 1,88 % 9%
Dias en VM mediana (IQR) 7,5 (4-17) 7 (3-16,2) 12 (5,7-22,5)*
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Tabla 4: Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes con neumonia grave causada por el virus de la
influenza. Comparacién de las caracteristicas de las distintas cepas aisladas en la Unidad de Cuidados Intensivos.
Los datos se presentan como mediana (IQR); Los valores expresados en porcentajes (%) indican la proporcion en

los subgrupos de cepas. * P <0.05

En la tabla 5 se compara las caracteristicas entre los subgrupos de neumonias graves por
influenza ingresadas en la UCIL. Se observa unos niveles significativamente disminuidos de
PaO2/FiO2 en los pacientes con neumonias por N1H1: 90 (60-1406) frente a los 182 (120-
268) en los subgrupos H3N2 y de 241 (150-305) en los afectados por gripe B. También los
supervivientes en el grupo HIN1 mostraron mayores relaciones Pa / FiO2 con una mediana
de 107 QR 72-178) frente a 55 (IQR 46-90) mmHg (p < 0.01). De la misma forma se observa
un alto porcentaje de VM tanto en los pacientes con gripe A N1H1 y tipo B con respecto a los
afectados por la H3N2. Otros recursos que denotan la gravedad como la ventilacién en prono
o las maniobras de reclutamiento es significativamente mayor en los pacientes con gripe A

H1NT1 asi como el uso de corticoides y diuréticos, aunque no significativo.

El porcentaje de coinfeccion fue en los pacientes con gripe B de 57,4%, seguido de la H3N2
con un 45,4% vy finalmente la HIN1 de 33,3%. Respecto a la sobreinfeccion, se dio en
porcentajes similares en los pacientes con gripe HIN1 y B, (22,6% y 21% respectivamente) y

9% en la gripe H3N2.

Destacar el alto porcentaje de coinfeccion y sobreinfeccion de las gripes por virus influenza B
fundamentalmente por bacterias Gram + ( 43%), manifestandose inicialmente con un alto

porcentaje de situacién de shock y necesidad de aminas ( 64%).

Neumonia por Virus de la | Neumonia por Virus Neumonia por Virus de la
Variable Gripe A HINlen la UCI. n | de la Gripe A H3N2 Gripe B en lfUCI n=14
=75 enla UCI n= 33 L .
Edad mediana (IQR) 53 (44-64) 61 (53-67) 64,5 (59-74)*
Hombres (%) 49,3% 57,6% 78,6 %o *
Mujeres (%) 50,7% 42,4% 21,4% *
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[Apache II mediana (IQR)

17 (12-23)

19 (11-27)5

21 (14-27)

SAPS II mediana (IQR)

45 (27-56)

43 (26,5-63)

48 (36-63)*

SOFA mediana (IQR) 8 (8-5-10,7) 7 (3-10,2) 7 (4-10)
Lactato (mMol/L) mediana

1,4 (0,98-1,8 1,3 (0,98-2,2 1,7 (1-4,5
(1QR) 098-18) 098-2.2 (1-4.5)
Estancia en UCI. (Dias) -

13 (7-23 6 (3,75-16,2 6 (2-14

mediana (IQR) (7-23) 6 3.75-16.2) 6 @19
Inmunodepresion (%o) 28,2 % 21,2 % 28,6 %
Hematologicos (%) 6,9 % 0 % 14,3 %
IMC 27 (23-32) 28 (24-30) 29,5 (27-35)
Obesidad (IMC>30) (%) 31 % 27,3 % 50 % *
Fumador / COPD (%) 32,4 % 42,4 % 42,9 %
Diabetes Mellitus (%) 21,3 % 39,4 % 43 %

Pa02/FiO2 mediana (IQR)

90 (60-146)

182 (120-268)

241 (150-305)*

[Ventilacion mecanica (%) 85,3 % 63,6 % 85,7% *
Posiciéon en prono (%) 60,3% 36,4 % 28,6 % *
xsniobras de reclutamiento 27.6 % 0% 71 %
Shock séptico (%) 56 % 48,5 % 64,3 %+
Corticoides (%) 33,3 % 24,2 % 21,4 %
Diuréticos (%) 34,5 % 30,3 % 21,5 %
;l;‘igl‘i(céﬁg,}t)in(;‘/i‘)de =spl 10,7 % 182 % 21,5 % *
Coinfeccion 33 3% 45 4% 57.4%
Sobreinfeccion 22,6 9% 21%
Gram + (%) 10,6 % 24 % 43 Y% *
Gram — (%) 10,6 % 0% 14,3% *
Polimicrobiano (%) 4% 3% 0% *
Hongos (%) 4% 3% 0% *
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Tabla 5: Caracterfsticas demograficas y clinicas de pacientes con neumonia severa causada por el virus de la
influenza. Comparaciéon basada en la mortalidad en la Unidad de Cuidados Intensivos. Los datos se presentan
como mediana (IQR); Los valores expresados en porcentajes (%) indican la proporciéon en el grupo total, en los

subgrupos de sobrevivientes y no sobrevivientes. * P <0.05

Las infecciones por otros gérmenes durante la evolucion de las gripes en UCI tuvo importante
trascendencia en la evolucion de las mismas, tanto al ingreso (coinfeccién) como durante su
evolucion en la UCI, sobretodo relacionado con la VM y el uso de catéteres venosos centrales

y arteriales.

En 48 pacientes se sospecho clinicamente y por la elevaciéon de biomarcadores, sobretodo
PCT, la existencia de coinfeccion en pacientes graves con influenza. Antes de iniciar
antibioterapia empirica se realizaron cultivos. En 23 de ellos no se aislé6 germen. En 28
pacientes (58,3%) se aislaron gérmenes, con predominio de los Gram positivos (16) sobre los
Gram- (2), en 3 pacientes se aislaron ambos y 2 pacientes con comorbilidad de

inmunodepresion (hematoldgicos) se aislaron hongos. (Tabla 6)

Durante la estancia en la UCI en 24 pacientes se sospeché la existencia de re-infeccion. En 8
pacientes los resultados microbiolégicos fueron negativos, en 16 (66%) se aislaron
microorganismos con predominio de Gram negativos y en 4 pacientes se aislaron de forma de

cultivo unico de Candida albicans. (Tabla 06)

En un grupo de 11 pacientes coinfectados se sospeché reinfecciéon mediante datos clinicos y
de laboratorio durante su estancia en la UCL. En 6 de ellos se logré aislar el germen

responsable de la reinfeccion.

En el subgrupo de pacientes HIN1 ingresados en UCI, en 25 pacientes se sospeché la
incidencia de coinfecciéon al ingreso. En 14 pacientes no se logré aislar germen y en 11 (44%)
se aislaron 6 Gram positivos, 2 mixtos y 2 hongos. En 17 pacientes se sospecho reinfeccion
durante su evolucién y en 14 pacientes (82%) se aislaron gérmenes con predominio de los

Gram negativos. (Tabla 7)
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En cuanto a virus no se encontré ningun caso de coinfeccién ni sobreinfeccion virica.

Coinfeccion y reinfeccion en pacientes con influenza ingresados en la UCI

COINFECCION SOBREINFECCION
, n° de casos , n° de casos
GERMENES GERMENES
aislados aislados
Streptococcus pneumoniae 10 Candida albicans 4
Staphylococcus epidermidis 6 Krebsiella pneumoniae

Staphylococcus aureus 4 Staphylococcus epidermidis 3
Krebsiella pneumoniae 3 Acinetobacter baumanii 3
Haemophilus influenzae 2 Staphylococcus aureus 2
Enterococcus faecium 2 Enterococcus faecium 2
Candida albicans 1 Pseudomonas aeruginosa 2
Candida glabrata 1 E. coli 1
Pseudomonas aeruginosa 1 Staphyloococcus hominis 1
Serratia marcescens 1
Stenotrofomona maltophila 1
Total 30 Total 23
Gram+ 24 Gram+ 8
Gram- 4 Gram- 11
Hongos 2 Hongos 4

Tabla 6. Relacién de gérmenes aislados mediante distintos cultivos en los pacientes con Gripe ingresados en la

UCL

Coinfeccion y reinfeccion en pacientes con influenza AN1H]1 ingresados en la UCI

COINFECCION SOBREINFECCION
i n° de casos i n° de casos
GERMENES GERMENES
aislados aislados

Streptococcus pneumoniae 6 Krebsiella pneumoniae 4
Staphylococcus epidermidis 2 Staphylococcus epidermidis 3
Krebsiella pneumoniae 2 Enterococcus faecium 3
Candida albicans 2 Candida albicans 2
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Staphylococcus aureus 1 Acinetobacter baumanii 2
Pseudomonas aeruginosa 2

Serratia marcescens 1
Total 13 Total 17

Gram+ 9 Gram+ 6

Gram- 2 Gram- 9
Hongos 2 Hongos 2

Tabla 7. Relacién de gérmenes aislados mediante distintos cultivos en los pacientes con Gripe A N1H1
ingresados en la UCI.
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5.1. BIOMARCADORES

Durante las primeras 24 horas de estancia hospitalaria se compararon los niveles de
biomarcadores mas usados en el control de los pacientes sépticos: lactato, PCR, PCT ademas

de MR-proADM.

5.1.1. Comparaciéon del nivel de biomarcadores en UCI en las neumonias por

diferentes microorganismos.
Comparando los niveles de biomarcadores en el ingreso hospitalario los niveles de PCT en el
grupo de gripe ingresados en la UCI fue de 0,4 pg / 1 IQR 0,2 - 2,11) valores inferiores de
forma significativa a los controles de neumonia bacteriana ingresadas en UCI (2,7 pg / I; IQR
0,2 - 2,1; p<0,01). Los niveles de PCR al ingteso fueron 14,4 mg / dl IQR 7,2 - 24,2 ) en el
grupo de las Gripes ingresadas en la UCI y 7,9 mg / dl IQR 2,9 - 17,1) en el grupo de gripes
no ingresados en la UCI (p<0,01). En los pacientes con neumonia bacterianas los niveles de
PCR al ingreso fueron estadisticamente superiores 23,9 mg / dl IQR12- 34,5). Los valores de
lactato al ingreso de las grupos de neumonias ingresadas en la UCI son 1,6 mMol/1 IQR1,1-
3,3) en los pacientes con neumonia bacteriana y en los pacientes con gripes graves ingresados
en la UCI de 1,4 mMol/l IQR 0,9 - 2). Por su lado, las neumonias bactetianas presentaron

unos niveles de IL-6 de 100 pg /mL (51,7-1000), mayores que las neumonias por gripe (44,56
pg/ml) y por otros virus 36 pg/ml.

Los niveles de MR-proADM en los pacientes por gripe ingresados en UCI fueron de 0,998
nmol/l, inferior de forma significativa a los encontrados en los pacientes graves con neumonia
bactetiana (2,3 vs. 0,9 nmol/l; p<0,0001) y supetiores a los de los pacientes con gripe no
ingresados en la UCI (0,9 nmol/1 vs. 0,3; p<0,01)(tabla 8). En la tabla 9 se exponen los valores

controles en pacientes distintos al objeto de estudio.
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Voluntarios sanos

Biomarcadores Criticos SIRS (n=45) Criticos no inflamados (n=15) (a=16)
CONTROLES

Median | IQR Median IQR Median IQR
MR-proADM (nmol/1) | 1,4 0,5- 3,2 0,04 0,02- 0,1 0,02 0,02- 0,02
PCT (ug/1) 1,2 0,4-1,9 0,1 0,1- 0,1 0,02 0,01- 0,03
IL6 (pg/ml) 120,7 87,4- 154 10,3 4,27- 243 1,6 1-2
PCR (mg/dl) 27,2 2,9- 31,7 0,96 0,4-392 0,3 0,2-0,4
Ferritina 289 115,8- 1421 65,5 49- 110 78 67-113
Lactato (mMol/1) 1,5 0,9-1,6 0,8 0,7-0,9 0,6 0,485 - 0,7

Tabla 8: Niveles de biomarcadores al ingreso en los pacientes con distintos tipos de neumonias ingresados en la

UCI. Los datos se presentan como mediana (IQR).

Neumonias por
Neumonias por gripes no
gripes ingresados en
ingresados en UCI Significacién estadistica
Biomarcadores ucI _
n=61
n=122

Mediana IQR Mediana IQR p
AL o Dl 0,9 0,6- 1,9 0,3 0,08 - 0,66 < 0,01
(nmol/1)
Procalcitonina (ug/1) 0,4 0,2-2,1 0,1 0,09 - 0,21 < 0,01
PCR (mg/dl) 14,4 7,1-4,2 7,9 2,9-17,1 <0,01
IL6 (pg/ml) 445 22.8-76,6 _ _
Lactato (mMol/1) 1,4 0,9-2 0,8 0,6- 0,9 < 0,01

Tabla 9: Niveles de biomarcadores al ingreso en los distintos grupos de controles. Los datos se presentan con

mediana (IQR)
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5.1.2. Comparacioén de los niveles de biomarcadores en las neumonias por gripe
segun el ingreso en UCI
Todos los valores de los biomarcadores fueron significativamente mayores en los pacientes
ingresados en UCI por neumonia por gripe, que en aquellos ingresados en la planta: 0,9 vs. 0,3
nmol/L para la MR-proADM, 0.5 vs. 0,1ug/1 para la PCT y 14,4 vs 7,9 mg/dl para la PCR
(véase tabla 10).

Neumonias por gripes
Neumonias . Neumonias por otros
Biomarcadores al . ingresados en UCI )
bactetiana n=88 virus
ingreso P n=122
Median IQR Median IQR Median IQR
MR-proADM
23 12-38 <0,01 0,9 0,6-1,9 19 0,7-2,4
(nmol/1)
PCT (ug/1) 2,78 0,75- 10 <0,01 0,5 0,2-2,1 0,8 0,2- 4
IL6 (pg/ml) 100 | 51,7-1000 | 0,077 44,56 22,87-76,66 36 23-50
PCR (mg/dl) 2395 | 12-345 <0,01 144 72-42 12,2 521,5
Ferritina 549 4 341-678 0,029 274,7 47,8 -996,7 743 34,7-786,5
Lactato (mMol/1) 1,6 1,08-33 s 14 0,98 -2 0,245 0,22-0,98

Tabla 10: Comparaciéon de los niveles de biomarcadores al ingreso en los pacientes con neumonia por gripe

ingresados en UCI y no ingresados en UCI. Los datos se presentan como mediana (IQR).

De los distintos tipos de gripe estudiados los niveles fueron siempre mayores en los afectados
por el virus de la gripe A N1H1. Asf en el momento del ingreso los niveles de MR-proADM
en el grupo total de los pacientes estudiados con gripe A N1H1 fue de 0,9 nmol/l, los de gripe
A H3N2 0,5 nmol/l y los de la gripe B 0,1 nmol/l; ambas diferencias fueron estadisticamente

significativa.

Estas diferencias se mantuvieron tanto en los pacientes ingresados en UCI como en los que no
ingresaron en la UCI en los que los niveles de MR-proADM fue mayor en los afectados por

N1HI1. (Véase Tabla 11 y 12).
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Tipo de Gripe

Biomarcadores HIN1 H3N2 P B
al ingreso Median | 25-75P P Median | 2575 [ Median | 25.75P
MR-proADM (nmol/1) 0,9 05-1,6 <001 | 05 0,104-1358 | <007 | 01% | 002-05
Procalcitonina (ug/1) 0,3 0,109 - 0,785 ns 0,3 0,102 - 4,728 0,016 1,2% 0,1-25
PCR (mg/dl) 13,1 7,5-22 <001 | 7.1 2,5-19,1 s 15,8% | 6,7-25
IL6 (pg/ml) 61,2 32,65-9449 | <001 | 229 16,18-37,6 | 004 40 * 17-58,5
Lactato (mMol/1) 1,4 09-18 s 13 0,9-22 s 1,6% 1-39

Tabla 11: Niveles de Biomarcadores al ingreso en los pacientes con distintos tipos de neumonfas ingresados en la

UCI. Los datos se presentan como mediana (IQR).

Niveles de MR-proADM al ingreso en nmol/1
Grupo completo Ingresados en la UCI No ingresados en la UCI P
Todas las Gripes 0,7 (0,2-1,4) 0,9 (0,5-1,6) 0,3 (0,08-0,6) <0,01
Gripe A HIN1 0,9 (0,6-1,7) 1,2 (0,8-2,6) 0,5 (0,2-0,9) <0,01
Gripe A H3N2 0,6(0,1-1,4) 0,8 (0,2-1,6) 0,1 (0,05-0,2) <0,01
Gripe B 0,1 (0,02-0,5) 0,5 (0,2-0,7) 0,02 (0,02-0,12) < 0,01

Tabla 12: Niveles de MR-proADM al ingteso en nmol/1 del grupo total y la comparacién de los niveles en los
grupos ingresados en la UCI o en planta y de los grupos de las distintas cepas estudiadas.lLos datos se presentan

como mediana (IQR).

5.1.3. Comparacioén de los niveles de biomarcadores en las neumonias por gripe

segun la supervivencia

Respecto a los grupos de supervivencia, solo el grupo total de gripes y los pacientes con
infeccién por cepas de la Gripe A HINT1 presentan una diferencia significativa mayor de
valores de MR-proADM en los pacientes fallecidos, tanto en el analisis del grupo total de
gripes (1,6 nmol/1 vs. 0,7 nmol/l; p<0,01), como en aquellas que se ingresaron en la UCI (0,8
nmol/l vs. 2,5 nmol/l; p<0,01) (tabla 13).
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Niveles de MR-proADM al ingreso en nmol/1
Grupo completo Supervivientes No supervivientes p
Todas las Gripes 0,7 (0,2-1,4) 0,7 (0,2-1,1) 1,6 (1-3,2) <0,01
Gripe A HIN1 0,9 (0,5-1,6) 0,8 (0,4-1,1) 2,5 (1,3-3,7) <0,01
Gripe A H3N2 0,5 (0,1-1,3) 0,3 (0,1-0,8) 1,1 (0,2-730) s
Gripe B 0,1 (0,02-0,4) 0,1 (0,1-0,7) 0,4 (0,2-1,1) ns

Tabla 13: Niveles de Niveles de MR-proADM al ingteso en nmol/1 del grupo total y la comparacién de los

niveles en los grupos de supervivencia total y de los grupos de las distintas cepas estudiadas.

En la tabla 14 se muestran los niveles de PCT en los grupos de supervivencia. Los valores son
mas elevados en todos los subgrupos de gripes aunque de forma significativa sélo en el grupo

total (0,3 vs. 0,2, p<0,01) y en los pacientes del subgrupo de gripes N1H1 (0,3 vs. 0,2, p<

0,01).

Niveles de Procalcitonina al ingreso en pg/1

Grupo completo Supervivientes No supervivientes p
Todas las Gripes 0,3 (0,1-1,2) 0,225 (0,1-1,6) 0,7 (0,3-11,1) <0,01
Gripe A HIN1 0,3 (0,1-0,7) 0,2 (0,1-0,6) 0,7 (0,4-2,4) <0,01
Gripe A H3N3 0,3 (0,1 -4,7) 0,3 (0,1-1,7) 4,7 (0,1-17,6)
Gripe B 1,2 (0,1-25) 1,2 (0,1-25) 12,23 (0,2-62)

Tabla 14: Niveles de Procalcitonina al ingreso en pg/l del grupo total y la comparacién de los niveles en los

grupos de supervivencia total y de los grupos de las distintas cepas estudiadas.

Los niveles de MR-proADM de los pacientes con Gripe A N1H1 son estadisticamente
supetiores a los otros grupos de paciente afectos por otras cepas (H3N2 y/o B) tanto en los

supervivientes como en los no supervivientes. (Véase tabla 15).

Niveles de MR-proADM al ingteso en nmol/l. Gripes ingresadas en UCI

Grupo completo Supervivientes No supervivientes p
Todas las Gripes 0,998 (0,600-1,934) 0,8537 (0,580-1,400) 1,676 (1,032-3,208) 0,0012
Gripe A HIN1 1,249 (0,826-2,640) 0,996 (0,826-2,640) 2,535 (1,386-3,754) 0,0001
Gripe A H3N2 0,780 (0,205-1,602) 0,701 (0,183-1,188) 1,157 (0,287-1,730) ns
Gripe B 0,458 (0,181-0,738) 0,580 (0,181-0,738) 0,423 (0,254-1,159) s
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Tabla 15: Niveles de Niveles de MR-proADM al ingteso en nmol/l del grupo total y la comparacién de los

niveles en los grupos de supervivencia total y de los grupos de las distintas cepas estudiadas ingresadas en la UCI.

Los niveles de PCT son estadisticamente superiores en los pacientes no supervivientes tanto en
el grupo de gripe total como en el subgrupo HIN1. En los subgrupos H3N2 y B, aunque no
significativo también sus valores son mayores en los no supervivientes. De la misma forma

ocurre con los valores de PCR e IL-6. (Véase tablas 16-18).

Niveles de Procalcitonina al ingreso en pg/1 en gripes ingresadas en UCI

Grupo completo Supervivientes No supervivientes P
Todas las Gripes 0,4 (0,2-2,1) 0,4 (0,1-1,6) 0,7050 (0,3-11,09) 0,024
Gripe A HIN1 0,4 (0,2-1,2) 0,3(0,11-0,87) 0,595 (0,38-1,59) 0,03
Gripe A H3N2 0,4 (0,1-5,1) 0,3 (0,1-1,9) 4,7 (0,1-17,6)
Gripe B 2,5(0,4-343) 2,5 (0,85-34,3) 12,2 (0,299-62)

Tabla 16: Niveles de Procalcitonina al ingteso en nmol/1 del grupo total y la compatacién de los niveles en los

grupos de supervivencia total y de los grupos de las distintas cepas estudiadas ingresadas en la UCI.

Niveles de PCR al ingreso en nmol/1 en gripes ingresados en la UCI

Grupo completo Supervivientes No supervivientes p
Todas las Gripes 0,3 (0,1-1,2) 14,4 (7,5- 24,2) 7,93 (2,9-17,1) <0,01
Gripe A HIN1 13,1 (7,54-22) 15,5 (9,17-24,9) 8,5 (3-17,3) <0,01
Gripe A H3N2 7,1(2,5-19,1) 7,7 (2,7-19,8) 3.8 (=) ns
Gripe B 15,8 (6,7- 25) 17,3 (7,8-38) 5,3 (0,6-16) ns

Tabla 17: Niveles de PCR al ingteso en nmol/1 del grupo total y la compatacion de los niveles en los grupos de

supervivencia total y de los grupos de las distintas cepas estudiadas ingresadas en la UCI.

Niveles de IL6 al ingreso en pg/ml en gripes ingresados en la UCI
Grupo completo Supervivientes No supervivientes p
Todas las Gripes 44,5 (22,8-76,0) 39,2 (21,8-70,2) 68,1 (33,5-90,6) 0,045
Gripe A HIN1 61,2 (32,6-94,4) 483 (28,1-74,1) 83 (64,9-146,7) <0,01
Gripe A H3N2 22,9 (16,1-37,0) 25(17,8-45,8) 15(14,5-29,1) ns
Gripe B 40(17-38,5) 19,5(15-51) 58,5(45-62) ns

Tabla 18: Niveles de IL6 al ingreso en pg/ml del grupo total y la comparacién de los niveles en los grupos de

supervivencia total y de los grupos de las distintas cepas estudiadas ingresadas en la UCI.
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5.1.4. Analisis de las curvas ROC

Se realizé un analisis de la curva ROC para estudiar el valor pronéstico de los diferentes
biomarcadores respecto a la severidad (ingreso en UCI y necesidad de ventilacibn mecanica).
Para el grupo total de gripes el area bajo la curva AUC-ROC fue de 0,645 (p = 0,023) para los
niveles de PCR, 0,764 ( p <0,01) para niveles de PCT y 0,781 para niveles de MR-proADM (p
<0,01). El corte 6ptimo para la gravedad de la MR-proADM en el ingreso se estim6 en 1.1
nmol / 1, con una sensibilidad del 50% y una especificidad del 90% (tabla 19, Figura 4A).

AUC Sensibilidad Especificidad Criterio
MR-proADM 0,781 50 90 >1,078
PCT 0,764 77 70,5 >0,17
PCR 0,645 58,2 70,5 >12

Tabla 19: Analisis de las curvas ROC para la severidad de los diferentes biomarcadores.

En el grupo Gripes HIN1 el area bajo la curva AUC-ROC para el prondstico de gravedad fue
de 0,685 (p <0,01) para los niveles de PCR, 0,775 (p <0,01) para niveles de PCT y 0,822 para
niveles de MR-proADM (p <0,01). El corte 6ptimo de la MR-proADM en el ingreso se estimé
en >1,1 nmol / 1, con una sensibilidad del 55% y una especificidad del 90% (figura 6B).

ADM_TO ADM al ingreso. Gripes ingresadas en UCI

Sensitivity
Sensitivity

o 1 1 1 1

o 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

100-Specificity 100-Specificity

6.A. Grupo total de gripes ingresadas en UCI 6.B. Subgrupo HINT1 ingresada en UCI
Figuras 6: Curvas ROC de MR-proADM para la gravedad.
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El analisis de la curva ROC para pronosticar la mortalidad mostro los siguientes parametros en
el grupo total de pacientes con gripe: MR-proADM 0,753 (p <0,01), PCT 0,703 (p <0,01),
CRP 0,61 (p = 0.033) e I1.-6 0,632.

AUC Sensibilidad | Especificidad VP+ VP- Criterio
MR- 46,6 92,8
proADM 0,753 80 69,4 >1,2
PCT 0,703 80,1 55,4 34,8 93,5 >0,3
PCR 0,610 69,4 54,6 29,8 86,6 >12
1L6 0,632 67,8 61,29 442 80,9 >48,3

Tabla 20: Analisis de las curvas ROC para la mortalidad en UCI de los diferentes biomarcadores.

En el subgrupo de gripes HINT1 las AUC fueron: MR-proADM 0,8 (p <0,01), PCT 0,786 (p
<0,01) y CRP 0,6 (p <0,01). El punto de corte 6ptimo de predicciéon de mortalidad para los

niveles de MR-proADM en los pacientes con gripe N1H1 fueron 21.2 nmol / I, con una
sensibilidad del 95% y una especificidad del 75,82%, un VPP del 48,8% y el VPN del 98,6%

(Figura 7).
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Figura 7: Curva ROC de MR-proADM para la mortalidad.
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COMPARACION DE CURVAS ROC GRIPES N1H1
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Figura 8: Comparacion de las curvas ROC de los biomarcadores en el grupo de gripes HIN1

En el anfiaisis por tipo de gripe, podemos destacar la MR-proADM tanto para la prediccién de

severidad y mortalidad en las gripes HIN1 y B, asi como la IL-6 para la predicciéon de

—

AUC-ROC

- PCT: 0,786
PCR: 0,696

—— MR proADM: 0,853

20 40 60 80
100-Specificity

mortalidad de las gripes B, tablas 21-23.

1
100

HIN1 H3N2 B

MR-proADM 0,822 0,820 0,846
PCT 0,775 0,712 0,821
PCR 0,685 0,727 0,768

Tabla 21: Analisis de las curvas ROC para la severidad de los diferentes biomarcadores para cada tipo de gripe.

HIN1 H3N2 B
MR-proADM 0,853 0,665 0,726
PCT 0,786 0,612 0,571
PCR 0,696 0,508 0,518
IL6 0,711 0,720 0,812

Tabla 22: Analisis de las curvas ROC para la mortalidad en UCI de los diferentes biomarcadores para cada tipo

de gripe.
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Figura 9: Curva ROC para los niveles de I1.6 en los paciente con influenza B.
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Tabla 23 Analisis de las curvas ROC para la mortalidad en UCI para los niveles de ILL6 en pacientes con gripe del

tipo B.

5.1.5. Analisis de las curvas de supervivencia

Mediante el analisis las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier mostraron que los pacientes

con niveles de MR pro-ADM de >1,18 nmol/l y supetiores en el ingreso hospitalatio tenfan

aumento significativo de la mortalidad tanto en la UCI como hospitalaria (p<0,01) (Figura 10).
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Figura 10: Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier

5.1.6. Analisis multivariante.

Se elaboré un modelo de riesgo proporcional de Cox, utilizando el método hacia atras
(backward), eliminando del modelo en cada paso las variables no significativas. Las variables
dependientes utilizadas fueron la tasa de mortalidad en la UCI y a los 90 dias y las variables
independientes fueron: APACHE 11, SOFA, edad, sexo; obesidad; inmunodepresion, cirugfa,
lactato, MR-proADM, PCT y PCR.

En el analisis univariado, el riesgo de mortalidad en la UCI y 90 dias después del ingreso
presenté asociaciones estadisticamente significativas con las siguientes variables: puntuacion

APACHE II, puntuacién SOFA, PCR, PCT y MR-proADM niveles en la admision.

En el analisis multivariado con el modelo de regresion de Cox realizado en el ingreso en la
UCI, los niveles de PCT (HR: 1,05 ; 1C95%:1,-1,1) y MR-proADM (1,3; IC95%: 1,1 to 1,6)
fueron factores estadisticamente significativos como predictores de mortalidad en UCI y solo
los niveles de de MR pro-ADM (HR: 1,3; IC95%: 1,1-1,5)

en la mortalidad hospitalaria (veanse tablas 24 y 25).
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Coeficiente de Error
Variable P Hazard Ratio 95% CI
regresion estandar
Procalcitonina 0,048 0,016 <0,01 1,049 1,016 to 1,084
MR-proADM 0,286 0,080 <0,01 1,331 1,1389 to 1,556

Tabla 24: Analisis multivariante para la prediccion de la mortalidad en la UCIL.

Coeficiente de Error Hazard
Variable P 95% CI
regresion estandar Ratio
MR-proADM 0,270 0,079 <0,01 1,310 1,121 to 1,530

Tabla 25: Analisis multivariante (Cox proportional hazards models) para la predicciéon de la mortalidad

hospitalaria.
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5.2. HIERRO Y PROTEINAS RELACIONADAS

5.2.1. Comparacioén de los niveles de hierro, ferritina y transferrina en UCI en las

neumonias por diferentes microorganismos

La comparacién de los niveles de ferritina entre las neumonias bacterianas y viricas, muestran
un valor significativamente mayor en las bactetianas (549,4 ng/ml) frente a las neumonias por
gripe ingresadas en la UCI 274,7 ng/mlEl hierro fue significativamente mas bajas en las
neumonias bactetianas ingresadas en UCI que en las neumonias por gtipe (24 mg/dl vs. 66
mg/dl). De la misma forma la transferrina también es significativamente mds baja en las

bactetianas respecto a las gripes: 147 mg/ dl vs. 196 mg/ dl. (Véase tabla 20).

Tipo de neumonia

Neumonia por gripe ingresada

Neumonia bacteriana Neumonia por otros virus
en UCI
: P : :
Median 25-75P Median 25-75P Median 25-75P
Hierro 24 21- 34 <0,01 66 32-91 84 36 -100,5
Transferrina 147 133,7- 156 <0,01 196 142 - 272,25 245 180,5 - 265,3
Ferritina 5494 341-678 0,029 2747 47,8 -996,7 74,3 34,8 - 786,6

>

Tabla 26. Comparacién de los niveles de hierro, ferritina y transfetrina en UCI en las neumonias por diferentes
microorganismos

Respecto a los distintos subtipos de gripe, se encontraron diferencias significativas entre los
afectos por la HIN1 y otros como la H3N2 y B. Los pacientes con gripe A N1H1 tuvieron
niveles de ferritina superiores de forma significativas respecto a aquellos con N2H3 (304,75 vs.
63,65 ng/ml; p<0,01) y a los del grupo de las gripes B (304,75 vs. 64,25 ng/ml; p<0,01).
(Véase tabla 27).
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Tipo de Gripes grupo total

HIN1 H3N2 B
Median 25-75P P Median 25-75P Median 25-75P
Hierro 54,5 23,5 - 85, s 82,5 67,5-116 84,5 66 - 127
Transferrina 207 151,5 - 267 ns 272,500 202- 322,5 248,5 217 - 287
Ferritina 304,8 78,2 - 1029 0,0002* 63,7* 32,6 - 147,6 64,3* 30,5 -159,5

Tabla 27. Comparacién de los niveles de hierro, ferritina y transferrina en las neumontias por diferentes tipos de
gripe.

5.2.2. Comparacion del nivel de hierro, ferritina y transferrina en las neumonias por
gripe segun el ingreso en UCI
La diferencia en los valores de ferritina entre las neumonias por gripe que requirieron ingreso
en UCI y en las que no, fueron estadisticamente significativa: 274,7vs. 95,4 ng/ml (p<<0,01).
(Véase tabla 28).

Neumonias por gripe

Ingresadas en UCI No ingresadas en la UCI p
Mediana 25-75P Mediana 25-75P
Hierro 66 32-91 74 49 -118 ns
Transferrina 196 142,000 - 272,250 263,000 227- 290 ns
Ferritina 274,7 47,8-996,7 95,4 33,9- 247 <0,01

Tabla 28. Comparacién del nivel de hierro, ferritina y transferrina en las neumonias por gripe segin el ingreso en
UCI.

En la comparacién por subgrupos, la ferritina fue estadisticamente superior en los pacientes
infectados por gripe A ingresados en la UCI. Estas diferencias se repiten de la misma forma en
los pacientes que no ingresaron en la UCI y que permanecieron en Urgencias o en planta:
167,7 ng/ml; 52,4 ng/ml; 59,1 ng/ml, respectivamente) aunque sin significancia estadistica.
(Véase tabla 29).
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Neumonias por gripe ingresadas en UCI
HIN1 H3N2 B
Median 25-75P p Median 25-75P Median 25-75P
Hierro 43,5 24-79 ns 79 65,8 -99 73 66 - 123
Transferrina 171,5 141 - 218 ns 273 194 - 3235 240,5 182 -272
Ferritina 558,1 180 - 1880 <0,01* 74,9% 30 - 206,6 64,3* 30,6 - 274,7

Tabla 29. Comparaciéon del nivel de hierro, ferritina y transferrina en las diferentes neumonias por gripe
ingresadas en la UCL

5.2.3. Comparacién del valor del hierro, ferritina y transferrina en las neumonias por
gripe segun la supervivencia
Los niveles de ferritina fueron significativamente mas elevados en los pacientes que fallecieron

que en los supervivientes (670,1 ng/ml vs. 143,4 ng/ml; p=0,019). (Véase tabla 30).

Mortalidad grupo total de gripes

Supervivientes No supervivientes P
Median 25-75P Median 25-75P
Hierro 71,000 43,250 - 106,500 55,000 31,250 - 90,750 ns
Transfetrina 244,000 178,250 - 284,750 182,000 127,000 - 284,250 ns
Ferritina 143,400 36,450 - 378,425 670,100 94,625 - 2613,750 0,0119

Tabla 30. Comparacion del nivel de hierro, ferritina y transferrina en las neumonias por gripe ingresadas segtin la

supervivencia.

Esta diferencia es mas evidente y significativa en los pacientes afectados por la cepa N1HI1
(tabla 31). Los niveles en los supetvivientes fue de 245 ng/ml (50,9-544) y en los fallecidos de
19222 ng/ml (710,3-6077,3) (p<0,01). Los pacientes afectados por las otras dos cepas, aunque
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los niveles fueron mas elevados en los fallecidos que en los supervivientes, las diferencias no

fueron significativas.

Mortalidad de las gripes HIN1

Supervivientes No supervivientes p
Median 25-75P Median 25-75P
Hierro 58 22,8 - 85,3 33 27,5-67,5 ns
Transferrina 220 156 - 2725 162 117,3- 1953 ns
Ferritina 245 50,9 - 544,1 1922,2 710,3 - 6077,3 <0,01

Tabla 31. Comparacion del nivel de hierro, ferritina y transferrina en las neumonias por gripe HIN1ingresadas en

el hospital segin la supervivencia.

Esta diferencia significativa también se encuentra en los pacientes ingresados en la UCI en el
grupo de neumonias graves por gripe A HINT (380,7 vs. 1922,2 ng/ml; p<0,01). Sin embatgo,
tanto los pacientes con infecciones por virus H3N2 y por virus B no mostraron diferencias

significativas en los grupos de supervivencia (tabla 32).

Exitus UCI gripe HIN1 UCI

supervivientes No supervivientes p
Median 25-75P Median 25-75P
Hierro 54 22-83,5 33 27,5-67,5 ns
Transferrina 180 142,250 - 229,750 162 117,3-195,3 ns
Ferritina 380,7 118,3 - 961,6 1922,2 710,3 - 6077,3 <0,01

Tabla 32. Comparacion del nivel de hierro, ferritina y transferrina en las neumonias por gripe HINlingresadas en

la UCI segin la supervivencia.
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5.2.4. Analisis de las curvas ROC

El area bajo la curva (AUC) para el pronéstico de gravedad (ingreso en la UCI) fue de 0,743

(p<0,01) para los niveles de ferritina en los pacientes con Gripe A N1H1, 0.561 para los

pacientes con Gripe tipo A H3N2 y de 0.509 para los tipos B. (Figura 11)
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AUC Sensibilidad | Especificidad VP+ VP- Criterio
Ferritina 0,743 65,5 84,2 85,4 62,7 >3252

Figura 11: Curva ROC de los niveles de Ferritina en los pacientes con Gripe A N1H1 para el pronéstico de

gravedad.

El area bajo la curva (AUC) para el prondstico al ingreso de mortalidad en la UCI fue de 0,799

(p<0,01) y de 0,812 para pronosticar al ingreso la muerte hospitalaria en los pacientes con

Gripe A HIN1 para punto de corte de 780 ng / ml

especificidad). (Figura 12).
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Figuras 12: Curva ROC de los niveles de Ferritina en los pacientes con Gripe A N1H1 para detectar: A el

ingreso en la UCI; B para detectar la mortalidad hospitalaria.

5.2.5. Analisis de las curvas de supervivencia

En la curva de supervivencia de Kaplan-Meier, niveles de ferritina igual o supetiores a 627 ng /

ml mostraron un aumento significativo de la mortalidad en las curvas de supervivencia de

Kaplan-Meier (p<0.01). (Figura 13).

supervivencia en la UCI Gripes N1H1

100
90
80 Niveles de Ferritina
B — Ferritina < 627,2 ng/ml
1R Ferritina > 627,2 ng/ml
70
60 |- p< 0,0001
S0h . ] . ] . ] . ] ] ]
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Time

Figura 13: Curva de supervivencia Kaplan Meyer para la ferritina.
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5.2.6. Analisis multivariante
Se elaboré un modelo de riesgo proporcional de Cox, utilizando el método hacia atras
(backward), eliminando del modelo en cada paso las variables no significativas. Las variables
dependientes utilizadas fueron la tasa de mortalidad en la UCI y a los 90 dias y las variables
independientes fueron: edad, sexo; obesidad; inmunodepresion, cirugia, niveles de hierro,
transferrina y de ferritina al ingreso
En el grupo total de gripes y en el grupo HIN1, tanto la ferritina como los niveles tranferrina
al ingreso fueron predictores estadisticamente significativos de mortalidad al ingreso en el

hospital, no siéndolos en el analisis de H3N2 y B (Tablas 33 y 34).

Coeficiente de

Covariables ., Error estandar P Hazard Ratio 95% CI
regresion
Ferritina 0,0001316 0,00003161 <0,01 1,0001 1,0001 to 1,0002
Transferrina -0,005923 0,002574 0,021 0,9941 0,9891 to 0,9991

Tablas 33. Analisis multivariante. Predictores de mortalidad al ingreso del Hospital de las neumonias por gripe.

Coeficiente de

Covariables Error estandar P Hazard Ratio 95% CI
regresion
Ferritina 0,0001397 0,00003445 <0,0001 1,0001 1,0001 to 1,0002
Transferrina -0,009499 0,004657 0,0414 0,9905 0,9816 to 0,9996

Tablas 34. Analisis multivariante. Predictores de mortalidad al ingreso del Hospital de las neumonias por HINT1.
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5.3. INMUNIDAD E INFLAMACION

5.3.1. Comparacion de la inmunidad de las neumonias ingresadas en UCI por

diferentes microorganismos

Como muestra la tabla 35, la cifra de leucocitos media de los pacientes con neumonia por
gripe al ingreso en UCI fue inferior a las cifras de los pacientes con neumonfas bacteriana
(15.930 vs. 9.370; p<0,01). Las cifras de linfocitos y monocitos, aunque fueron superiores
en las neumonias bacterianas no llegaron a la significacién estadistica. En las
subpoblaciones linfocitarias se encontré unos valores significativamente menores en las
neumonias bacterianas respecto a las viricas del nimero de CD3+ (333 vs. 453; p=0,033) y
CD4+ (158,9 vs. 265,3; p=0,03). Los valores de CD56 tanto relativos como absolutos
fueron significativamente menores en las neumonias por gripes ingresadas en UCI que en

las bacterianas (14,4% vs. 9,9%, p=0,01; 125,5 vs. 72,2, p=0,04).

Neumonias ingresadas en la UCI
Bacterianas ingresadas en UCL Gripes ingresadas en la UCL Neumonias por otros virus en
(n=50) (n=122) UCI (n=6)

Median 25-75P P Median 25-75P Median 25-75P

Leucocitos(cél/ pl) 15.930 7.390 — 22.700 =00 9.370 >200= 13.500 13.500 — 13.500
7 16.000

Granulocitos(cél/pl) 10.771 5,393 - 16,913 ns 7.791 4,238 - 13,379 11.948 11.948 — 11.948
Monocitos(cél/pl) 670 259 —1.304 0,088 484 209 - 842 513 513-513
Linfocitos(cél/pl) 900 440 —1.532 ns 741 470-1.111 810 810 - 810
TCD3+ (%) 67 52-79 ns 70 55,7-76,2 68,1 62-742
TCD3+ (cél/pl) 303 25-662 0,033 453 264,6-808,2 502 -
TCDA4+ (%) 35,6 26,4 - 47,7 ns 40,7 29,8 - 51,04 50,9 45-56,9
TCD4+ (cél/pl) 158,6 15-454,3 0,03 265,3 145-476,7 364 -
TCD8+ (%) 25 18,1 - 33,625 ns 21,9 15,5-30,5 16,9 16,9 - 17
TCD8+(cél/pl) 129,8 9,3-228,45 ns 147 95-250,7 137,7
CD4/CDS ratio 1,6 09-24 ns 1,8 1,1-29 3 2,7-34
T(CD4-/CD8-) % 0,4 0,0-1,8 <{7))0 1,6 0,5-2,7 0,0 0,0-0,3
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<0,0

T(CD4-/CD8-) n° 0 0,0-9,7 10,6 3,1-23.2 0,0 0,0-1,1
1
<0,0
BCD19+ (%) 10,6 7,250 - 17,4 16,8 10,1 - 24,9 71 42-10
1
BCD19+ (cél/pl) 91,6 8,42-21548 ns 101,2 56,3-236,6 81 .
NK CD56+ (0/0) 14,4 7,6 - 22,175 0,019 9,9 5,3-16,7 23 21-25
NK CD56+ (cél/pl) 126,5 62,9-160,3 0048 | 722 34,7-152,8 202,5 -
HLA-DRmonocitos
3315 642 - 6315 ns 2166 1128,5-3787,5 897,5 206 - 1589
(MFI)
IgA (mg/dL) 172 133,5-293 ns 246 195,75-276,25 134 92 - 211,25
<0,0
IgG (mg/dL) 828 600,5 - 940,5 1134 977 - 1398,5 1070 638 - 1292
1
<0,0
IgM(mg/dL) 55 43,250 - 82,25 153 109,5 - 189,25 152 74 -175,3

Tabla 35: Comparativa del estado inmunitario de todas las neumonfas ingresadas en la UCI.

5.3.2. Comparacion del estado inmunitario en las neumonias por gripe segun el
ingreso en UCI
En el grupo de las neumonias por gripe, 122 pacientes fueron ingresados en la UCI y 61
pacientes ingresaron en planta o en Urgencias. En la Tabla 36 se resumen los resultados de los

parametros de la inmunidad.

Gripes ingresadas en UCI Gripes no ingresadas en uci
(n=122) (n=61) »
Mediana 25-75P Mediana 25-75P

Leucocitos(cél/pl) 9.370 5.500 — 16.000 7.400 5.272 - 10.845 ns
Granulocitos(cél/pl) 7.791 4.238 - 13.379 5.219 3.263 — 8.481 ns
Monocitos(cél/ pl) 484 209 - 842 580 398 - 841 0,013
Linfocitos(cél/pl) 741 470 - 1.111 1.342 767 —1.927 <0,01
TCD3+ % 70 55,675 - 76,175 70,6 62,450 - 77,025 ns
TCD3+ (cél/pl) 473,45 264,59-808,2 874 483,9-1416,59 <0,01
TCD4+ % 40,700 29,819 - 51,047 34,133 26,759 - 43,032 s
TCDA4+ (cél/pl) 265,4 145,01-476,77 406,58 207,96-728 <0,01
TCD8+ % 21,889 15,531 - 30,451 28,7 22,695 - 35,046 s
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TCD8+ (cél/pl) 1474 95,04-256,68 365,4 149,84-621,88 <0,01
CD4/CDS8 ratio 1,8 1,1-29 12 09-1,7 s
T(CD4-/CD8-) % 1,6 0,445 - 2,725 1,66 0,2-43 ns
T(CD4-/CDS8-) n° 10,6 3,1 to 23,2 12 1,6-56,6 ns
BCD19+ % 16,8 10,1 -24,9 10,4 6,250 - 14,9 <0,01
BCD19+(cél/ pl) 101,3 56,3-236,6 1182 64,8-201,1 ns
NK CD56+ % 9,9 53-16,7 14,4 6,3-21,5 0,024
NK CD56+(cél/pl) 72,2 34,8-152,8 1382 53,5-380 <0.01
HLA-DR monocitos (MFI) 2198 1207,3 - 3929,8 7118 3768,8 - 9769,8 <0,1
IgA (mg/dL) 246 195,8 - 276,3 172 101,3 - 264,5 <0,01
IgG (mg/dL) 1134 977 -1398,5 1260 974,8 - 1418 ns
IgM (mg/dL) 153 109,5 - 189,3 104 88,8 - 148,8 0,012

Tabla 36: Comparacion del estado inmunitario en las neumonias por gripe segun el ingreso en UCI

Tanto las cifras de leucocitos como de granulocitos aunque superiores en los pacientes

ingresados en UCI no fueron estadisticamente significativos. Esta cifra es menor en los

pacientes sin coinfeccioén bacteriana (70 de 122) en las que la cifra es de 8.500 leucocitos con

6.739 PMN. Los pacientes ingresados en la UCI presentan

una cifra de

linfocitos

estadisticamente menor que los no ingresados (741 vs. 1.342 p<0,01), asi como de monocitos

(484 vs. 580; p= 0,013). También la expresion de HLA-DR en monocitos (células CD14+) al

ingreso fue de 2198 MFI en los pacientes ingresados en la UCI y de 7118 MFI en el CG (p

<0,01).
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Gripes HIN1 ingresadas en UCI

Gripes HIN1 no ingresadas en UCI

(N=75) (N=38) »
Median 25-75P Median 25-75P
Leucocitos
7.500 4.455 - 13.225 6.775 4.670 —11.180 ns
(cél/pl)
Granulocitos
5.965 2.870 — 10.308 5.251 2.830 — 8.810 ns
(cél/pl)
Monocitos
315 151 - 648 560 405 - 906 <0,01
(cél/pnl)
Linfocitos
710 385 - 905 1.030 569 —1.740 <0,01
(cél/pnl)
TCD3+ % 72,3 62,4-759 69,8 63,1-76,9 s
TCD3+ (cél/pl) 460,2 232,1-666,3 796,3 450,7-1254,9 <0,01
TCD4+ % 44,8 32,2-52,9 36,1 27,8-423 s
TCD4+ (cél/pl) 260,7 121,8-464,2 383,1 206,3-652,7 ns
TCD8+ % 21,8 17,1 - 30 28,7 24,9 - 33,7 ns
TCD8+ (cél/pl) 138,2 73,2-1952 2923 134,6-546,1 <0,01
TCD4/CDS8 ratio 2,1 1,4-29 13 09- 1,6 <0,01
T(CD4-CDS8-) % 1,700 0,0-3,7 24 0,1-52 ns
T(CD4-CD8-) n° 97 0,0-21,2 14,3 1,6-63,1 s
BCD19+ % 15,7 11,0 - 24,2 11,6 6,3-16,6 <0,01
BCD19+ (cél/pl) 88,6 52,2-137,6 93,8 45,08-186,92 ns
NK CD56+ % 10,300 5,000 - 14,400 12,5 6,1-19,4 ns
NK CD56+ (cél/pl) 56,4 21,9-134.8 113,1 4501271 4 <0,01
Expresion de HLA-
DR en monocitos 1408 824 - 2729. 7854,5 5019 - 12515 <0,01
(MFI)
IgA (mg/ dL) 250 207 - 274 160,5 98 - 266 0,013
IgG (mg/ dL) 1131 1076 - 1370 1323 1013 - 1445 ns
IgM (mg/dL) 160,5 125 - 189 108,5 93-151 <0,01

Tabla 37. Comparacién del estado inmunitario en las neumonias por gripe N1H1 segun el ingreso en UCI

En el estudio de las subpoblaciones linfocitarias se observa en los pacientes ingresados en UCI

un menor nimero de CD3 (473 vs. 874; p<0,01), CD4 (265 vs. 406; p<0,01) y CD8 (147 vs.
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365; p<0,01). No se observan diferencias significativas en la relacion CD4/CDS8. Los valores
relativos de CD19 en los pacientes ingresados en la UCI fueron estadisticamente superiores en
los pacientes ingresados en la UCI (16,8 vs. 10,4; p<0,01), no siendo estadisticamente
significativos su valor absoluto. También lo fueron las concentraciones de IgA (246 vs. 172;
p<0,01) e IgM (153 vs. 104; 874 p<0,01). Las cifras con IgG fueron similares en ambos
grupos. Las subpoblaciones de CD56 fueron inferiores en los pacientes ingresados en la UCI

CD56 tanto en cifras relativas( 9,9 vs. 14,4; p=0,024) como absolutas (72 vs. 138; p<0,01).

En el subgrupo de neumonias por HIN1 (tabla 37) no se observa diferencias en las cifras de
leucocitos ni granulocitos entre los pacientes ingresados en la UCI y el grupo control. Sin
embargo, si hay diferencias significativas en las cifras de linfocitos y monocitos de la misma
forma que en el grupo total de gripes, siendo muy significativa la diferencia de expresion de
HLA-DR (+CD14) que fue de 1408 MFTI en los pacientes ingresados en la UCI y de 7854.,5
MFI en el CG (p<0,01).

En el estudio de las subpoblaciones linfocitarias se observan una diferencia significativa en los
valores de CD3 (460 vs. 796; p<0,01) y CD8 (138 vs. 292; p<0,01). La cifra de CD4 también
es inferior pero no significativa. La relacién CD4/CD8 si mostré aumento significativo en los
pacientes de UCI (2,1 vs. 1,3; p<0,01). Los valores relativos de CD19 fueron estadisticamente
superiores (15,7 vs. 11,6; p<0,01) en los ingresados en UCI por HIN1, asi como los niveles de
IgA (250 vs. 160; p=0,01) e IgM (160,5 vs. 108,5; p<0,01). El nimero de CD56 también
fueron estadisticamente inferiores (56,4 vs. 113,1; p<0,01). En los pacientes afectados por la
cepa H3N2, con un porcentaje importante de comorbilidad y/o coinfeccién se observa un
aumento de las cifras de leucocitos, granulocitos y linfocitos. Respecto a la expresion de HLA-
DR (+CD14) fue menor en los pacientes ingresados en la UCI (2615 vs. 5351; p=0,04). Los
pacientes infectados con la cepa B muestran un aumento de la cifra de leucocitos y
granulocitos y de los linfocitos CD19 de forma significativa con aumento no significativo de la

IgM.
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5.3.3. Comparacion del estado inmunitario en las neumonias por gripe segun la

supervivencia
Comparando todos los pacientes incluidos con gripes (183) se observa que la diferencia
significativa entre los grupos de supervivencia esta en la cifras de monocitos y linfocitos. En
los supervivientes la cifra de monocitos es significativamente mayor que en los fallecidos (560
vs 254; p=0,0130), asi como la expresion HLA-DR (+CD14) fue también mayor en los
pacientes supervivientes (3621 vs. 2376; p<0,01). La cifra de linfocitos también es mayor en los
supervivientes (891 vs. 538; p=0,016). En el estudio de las subpoblaciones linfocitarias se
observa en los no supervivientes un menor namero de CD3 (260,8 vs. 602,1; p<0,01), CD4
(220 vs. 351,4; p<0,01) y CD8 (136 vs. 230,3, p<0,01). En las subpoblaciones se observa un
aumento significativo del porcentaje de +CID56 en los supervivientes (12% vs 7%; p=0,0243)
asi como del numero de células (98,8 vs. 48,1; p<0,01). Al contrario, el porcentaje de +CD19
fue mayor en los pacientes que fallecieron tanto en la UCI como en el hospital (20,2% vs 12%;
p<0,01). Los niveles de IgA e IgM también fueron significativamente mayores en los pacientes

que fallecieron (tabla 38).

Todas las gripes estudiadas (183)
Supervivientes (147) No supervivientes (306)

Median 25-75P Median 25-75P P
Leucocitos(cél/pl) 8.700 5.695 —13.258 8.605 4.000 — 18.180 ns
Granulocitos(cél/pl) 6.450 3.807 — 10.638 8.105 3.375-15.418 ns
Monocitos(cél/ pl) 560 330 - 857 254 166 - 701 0,013
Linfocitos(cél/pl) 891 583 —1.688 538 287 -1.010 0,016
TCD3+ % 68,9 59,9 - 77,2 71,9 58,6 - 75,4 ns
TCD3+ (cél/pl) 602,1 376,99-1.139,3 260,8 194,6-683,4 <0,01
TCD4+ % 37,3 27,8 -488 38,000 30,5 - 46,48 ns
TCD4+ (cél/pl) 351,4 200,9-629,6 220 99-489,2 0,013
TCDS+ % 26,4 18,064 - 33,289 22,270 142 -322 ns
TCDS8+ células 230,3 123,2-476,7 136 76,4-196,7 <0,01
CD4/CD8 ratio 1,6 09-2,5 1,7 1,1-3,7 ns
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T(CD4-/CD8-) % 1,6 0,1-3,7 1,680 0,3-2,7 ns
T(CD4-/CD8-) n° 12 0,9-38,54 9,7 0,3-20,1 ns
BCD19+ % 12,8 7,3-19,9 20,2 11,5-245 <0,01
BCD19+ células 118 64,8-204,8 68,9 36,2-243,4 ns
NK CD56+ % 12 6,4-19,5 7 4,6 -13,6 0,024
NK C56+ células 98,8 49,6-258,9 48,1 17,9-84,8 <0,01
HLA-DR en monocitos

3621 1654,3 - 7229 2376 955 -3.907,8 <0,01
(MFI)
IgA (mg/dL) 213 143,3 - 263 268 205,5 - 288 <0,01
IgG (mg/ dL) 1.148 983 — 1.365 1370 974 —1.501 ns
IgM /mg/ dL) 128 96 - 168 176 111,3 - 226 0,012

Tabla 38: Comparacion del estado inmunitario en las neumonias por gripe segin la supervivencia

La comparacion de las gripes ingresadas en la UCI (122) respecto a la mortalidad (tabla 39)

mostraron unasignificativa mayor cifra de monocitos (540 vs. 254, p=0,051) y linfocitos (756

vs. 538, p=0,039) y en los niveles de IgA (222,5 vs. 268, p=0,034), asi como el nimero de CD3

(591 vs. 360,8, p=0,039) y CD56 (88,54 vs.48,10, p<0,01).

Gripes ingresadas en la UCI (n= 122)

Supervivientes (86) No supervivientes (36)

Median 25-75P Median 25-75P P
Leucocitos(cél/ pl) 9.820 6.200 — 15.060 8.605 4.000 — 18.180 ns
Granulocitos(cél/pl) 7.740 4.840 — 13.270 8.105 3.375-15.418 ns
Monocitos(cél/pl) 540 322 - 860 254 166 - 701 0,051
Linfocitos(cél/pl) 756 540 — 1.111 538 287 —1.010 0,026
TCD3+ % 68,3 55,6 - 77,7 71,9 58,6 — 75,4 ns
TCD3+ (cél/pl) 591,3 325,5-825,7 360,8 194,6-683,5 0,039
TCD4+ % 413 28,9 -51,9 38 30,5 - 46,5 s
TCDA4+(cél/pl) 280 170,4-473,1 220 99-489 2 ns
TCD8+ % 21,5 16,9 - 30,2 222 14,2 2322 s
TCD8+(cél/pl) 154 100,4-294,4 136 76,3-196,7 ns
CD4/CDS8 ratio 2,1 1,2-28 1,7 1-3,7 s
T(CD4-/CD8-) % 1,4 0,5-2,8 1,7 03-2,7 s
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T(CD4-/CD8-) n° 12,1 3,8-24,6 9,7 0,3-20,1 ns

BCD19+ % 15,7 9.7-25 202 11,6- 245 s
BCD19+(cél/pl) 1114 70,6-220 68,8 36,2-2434 ns
NK CD56+ % 11,7 6,500 - 18,1 7 4550 - 13,6 s
NK CD56+ (cél/pl) 88,5 47,58-160,5 48,1 17,0-84.8 <0,01
HEADR en  monocitos 2152,5 1285 - 4025,5 2376 955 - 3907,8 s
(MFI)

IgA (mg/dL) 2225 195 - 260 268 2055-288 | 0,034
IgG (mg/ dL) 1127 998 - 1276 1370 974 - 1501 s
IgM (mg/dL) 152 108 - 185 176 111,3 - 226 s

Tabla 39: Comparaciéon del estado inmunitario en las neumonifas por gripe ingresadas en la UCI segin la
supervivencia

Para los pacientes ingresados en la UCI por neumonia grave por la cepa HINT1 la mortalidad
en UCI y hospitalaria fue la misma. En la tabla 40 se muestra el estado inmunitario segun la
supervivencia. Las diferencias significativas en los componentes de la formula leucocitaria
nuevamente se muestran en los monocitos y los leucocitos. La cifra de monocitos son el doble
en los supervivientes (450 vs. 220; p=0,013) y la la expresion de HLA-DR (+CD14) fue
también mayor en los pacientes supervivientes (1662 vs. 962; p=0,032).La cifra de linfocitos
fue estadisticamente superior en los pacientes supervivientes (751vs. 387; p<0,01). De los
componentes de la subpoblaciones se observa en los pacientes que fallecieron un menor
nimero de CD3 (247,18 vs. 520,8; p<0,01), CD4 (150,31 vs. 323,61; p=0,01) y CD8 (95,33 vs.
151,38; p<0,01). Se encontré también diferencia estadisticamente significativa en porcentaje (5
vs. 12; p=0,0096) y numero de CD56 (21,97 vs 91,43; p<0,01). Los niveles de IgM fueron

significativamente mayores en los pacientes no supervivientes (178 vs. 152; p<0,01).

Gripes HIN1 ingresadas en la UCI
Supervivientes UCI (n=53) No supervivientes UCI (n=22)
Mediana 25-75P Mediana 25-75P p
Leucocitos(cél/pl) 7.920 4.923 - 13.715 5.160 2.700 — 11.320 ns
Granulocitos(cél/pl) 6.349 3.122 -10.239 4.965 1.460 — 10.400 s
Monocitos(cél/pl) 450 168 - 727 220 135 - 258 0,013
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Linfocitos(cél/pl) 751 508 — 1.026 387 175 - 680 <0,01
TCD3+ % 70,7 60,9 - 76,7 72,7 67,2- 75,9 ns
TCD3+ (cél/pl) 520,8 271,3-809,1 2472 84,6-446,8 <0,01
TCD4+ % 45 31,6 - 53,7 44,2 34,5- 46,8 ns
TCD4+(cél/pl) 323,6 158,2-495,6 150,3 45-286,4 0,011
TCD8+ % 21,3 18 -29,1 25,4 15-31,1 ns
TCD8+(cél/pl) 151,4 95,9-227,9 95,3 23,9-147.8 <0,01
CD4/CD8 ratio 2,2 1,4-29 1,8 1,3-3,6 ns
T(CD4-/CD8-) % 1,8 0-42 1,4 0-2,5 ns
T(CD4-/CD8-) n° 10,2 0,0-36,3 4,5 0,0-11,1 ns
BCD19+ % 14 10,1 - 23,9 19 12,3 - 25,5 ns
BCD19+ (cél/pl) 92,1 57,9-177 53 26,6-108,1 0,015
NK CD56+ % 12 6,9 -17,6 5 4,150-114 <0,01
NK CD56+ (cél/pl) 91,4 52,8-175,7 21,9 7,8-43,6 <0,01
Fxpresién de HLA-DR 1662 1084,3 - 2687,8 962 552 - 2304,8 0,032
en monocitos (MFI)

IgA (mg/dL) 222 204,3 - 255 269 251,3- 280 ns
IgG (mg/dL) 1122 1017,5 - 1215,8 1374 1159,8 - 1471 ns
IgM (mg/dL) 152 127,8 - 185,8 178 125,3 - 189,8 <0,01

Tabla 40: Comparacion del estado inmunitario en las neumonfas por gripe N1H1 ingresadas en la UCI segin la

supervivencia

En las tablas 41 y 42 se muestran las diferencias en los parametros de inmunidad e inflamacion

en aquellos pacientes sometidos o no a VM., tanto en el grupo general de gripes como en el
q p ) g g g

subgrupo HIN1. Aquellos pacientes que fueron sometidos a VM presentaron una disminucioén
significativa de NKCD56+ (113,9 vs. 60,7; p= 0,048) y monocitos (680 vs. 434,7; p=0,041), y
un aumento significativo de ferritina (79,4 vs. 315,6; p= 0,017) e 11-6 (27 vs.55; p=0,017). En el

subgrupo HIN1 se observa una tendencia similar, presentando ademas una disminucion
significativa de la expresion de HLA-DR (1376,5 vs. 1980,5; p=0,048) y un aumento
significativo de la PCR (16,9 vs. 6,7).
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Todas las gripes

Sin VM (n=25) Con VM (n=97) p=
Median IQR Median IQR

Leucocitos(cél/ pl) 8.500 4,427 - 18,260 10.000 5.703 — 15.253 ns
PMN(cél/ pl) 6900 2980-16475 7840 4299-13345 ns
Linfocitos(cél/ pl) 802 692 - 1331 710 433 - 1004 ns
TCD4+ (cél/ nl) 320,8 250,8 - 464,6 245,8 125,0 - 478,7 ns
TCD8+ (cél/ nl) 149,8 111,1- 311,3 146,6 85,7-236,8 ns
BCD19+ (cél/ ul) 91,3 79,981 - 203,5 108,4 54,6 - 237,0 ns
NK CDS6+ (cél/ nl) 113,9 54,4 - 159,9 60,7 23,1-142,9 0,048
Monocitos(cél/ pl) 680 457,5-925 434,7 197,8-763,1 0,041
HLA-DR (MFI) 2504,0 1740,000 - 4487,0 2086,0 1038,000 - 3558,2 0,054
IgA(mg/dL) 255,0 219,5-277,2 241,0 183,0 - 275,5 ns
IgM(mg/dL) 160,0 113,0 - 169,5 152,5 109,0 - 193,0 ns
IgG(mg/dL) 1154,0 1094,0 - 1366,0 1131,0 874,0 - 1399,0 ns
Hierro(pg/dL) 72,0 44,7-97,5 64,5 32,0 - 89,5 ns
Ferritina (ng/ml) 79,4 24,8 - 451,9 315,6 64,2 - 1443,7 0,0204
PCR(mg/dl) 6,7 4,3-20,9 14,7 8,1-24,7 ns
IL6 (pg/ml) 27,0 17,2 - 47,1 55,0 27,6 - 85,9 0,017
MR proADM(nmol/L) 0,819 0,5-1,2 1,1 0,6 -2,4 ns
PCT(ng/l) 0,430 0,1-1,6 0,4 0,2-24 ns

Tabla 41: Comparacion del estado inmunitario en las neumonias por gripe ingresadas en la UCI segun necesidad

de VM.

Gripes HINT1

Sin VM (n=25) Con VM (n=97) p=
Median IQR Median IQR

Leucocitos(cél/ pul) 4.390 3.310 — 14.285 7.710 4.965 - 12.705 ns

PMN(cél/ pl) 2470 2134-12780 6324 3260-9956 ns

Linfocitos(cél/ pl) 760 677 —1.237 687 359 - 896 ns

TCD4+ (cél/ nl) 370,8 247,6 - 612,5 221,3 112,5 - 464,2 ns

TCD8+ (cél/ ul) 141 105,2-228.4 136 72,6-195,2 ns

BCD19+ (cél/ ul) 88,8 36,5 -91,9 85,5 52,6 - 147,3 ns
NK CD56+ (cél/ ul) 117,3 74,9 - 199,6 50,1 15,3 - 94,4 0,047

Monocitos(cél/ pl) 539 179,6-872,7 429 185,3-751 ns
HLA-DR (MFI) 1980,5 1634,5 - 3390,5 1376,5 772,0 - 2561,0 0,048
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IgA(mg/dL) 2550 227,0 - 269,0 2495 204,0 - 274,0 ns
IgM(mg/dL) 160,5 133,5- 163,5 161,5 125,0 - 190,0 ns
IgG(mg/dL) 1109,0 1037,0 - 1140,5 1169,5 1078,0 - 1374,0 ns
Hierro(ng/dL) 38,0 14,5 - 104,5 435 26,000 - 74,0 ns

Ferritina (ng/ml) 3728 64,7 - 5574 7252 192,5 - 2200,0 0,034

PCR(mg/dl) 6,7 5,5-194 16,9 9,870 - 25,2 0,045

IL6 (pg/ml) 27,9 254 -54.4 66,8 39,1- 98,1 0,015

MR proADM(nmol/L) 0,9 0,7-1,1 14 0,9 -2,9 <0,01
PCT(ug/l) 0,4 0,1-42 0,5 02-1,1 ns

Tabla 42: Comparacién del estado inmunitario en las neumonias por gripeHINT1 ingresadas en la UCI segtin

necesidad de VM.

5.3.4. Inmunofenitipos segun factores de riesgo

Si estudiamos la distribuciéon por edad de los pacientes ingresados en UCI por gripe

encontramos que el 70% de los pacientes son menores de 65 afos, porcentaje que aumenta al

80% en el andlisis del subgrupo HIN1. En las tablas 43 y 44 se exponen los parametros de

inmunidad e inflamacién. Ambos grupos presentan unos valores similares, destacando en

ambos grupos un recuento leucocitario estadismicamente mayor en los mayores de 65 afios

(12735 vs 8500, p=0,013) y que no existen diferencias significativas en el estudio inmunitario,
a excepcion de la cifra de PMN (6.850 vs. 12.880; p=0,024). En el subgrupo H1H1 destaca
también un menor valor de linfocitos TCD4+(276,2 vs. 72,6, p=0,041) y BCD19+ (91,1 vs.

43,6; p=0,015).

Todos los pacientes con Gripe ingresados en la UCI

con edad mayor o menor de 65 afios

Menor de 65 afios (n=86) Mayor de 65 afios (n=306) p=
Median IQR Median IQR

Leucocitos(cél/ pl) 8500 4700 - 14800 12735 7135 - 17345 0,013
PMN(cél/ nl) 6450 3122-10627 11575 5,9025-15952 0,0054
Linfocitos(cél/ pl) 750 440 - 1133 710 520 - 1004 as
TCD4+ (cél/ pl) 287,7 160,3 - 525,1 237,3 111,3 - 438,2 as
TCD8+ (cél/ pl) 147 95-288 144 91,9-250,4 as
BCD19+ (cél/ ul) 113,2 60,8-290,0 88,8 49,6 - 203,5 ns
NK CD56+ (cél/ pl) 05,7 31,3-158,6 80,4 48,7- 1454 ns
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Monocitos(cél/ pl) 410 168-854 584 293-858 ns
HLA-DR (MFI) 2129 1056 - 34955 2978 1545,5-4497 ns
IgA(mg/dL) 2355 199,0 - 269,0 268,0 183,0 - 2815 ns
IgM(mg/dL) 152,0 108,0 - 184,0 176,0 122,5 - 226,3 ns
IgG(mg/dL) 1131,0 998,0 - 1328,0 1258,0 975,0 - 1576,8 ns
Hierro(pg/dL) 64,5 28,0 - 90,0 79,0 40,8 - 92,8 ns
Ferritina (ng/ml) 368,3 76,9 - 1245 50,4 31,4 - 3859 0,01
PCR(mg/dl) 14,4 7,8-25,0 12,4 55-21.2 ns
IL6 (pg/ml) 49,9 27,0 - 88,6 35,6 17,1- 69,4 ns
MR proADM(nmol/L) 1,0 0,7-2,3 0,8 0,4-1,7 ns
PCT(ng/l) 0,4 0,2-2,1 0,4 0,1-23 ns

Tabla 43: Comparacién del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonias por gripe ingresadas en la UCI

segun edad.

Todos los pacientes con Gripe N1HT1 ingresados en la UCI
con edad mayor o menor de 65 afios

Menor de 65 afios Mayor de 65 afios p=
Median IQR Median IQR

Leucocitos(cél/ pl) 6860 3750 - 10910 12880 6912 - 14578 0,024
PMN(cél/ nl) 4867 2552-9420 11780 5751-13705 0,0123
Linfocitos(cél/ pl) 696 386 - 920 720 323 -903 ns
TCD4+ (cél/ pl) 276,3 135,0 - 466,6 72,6 50,3 - 311,9 0,041
TCD8+ (cél/ pl) 141,2 76-189 110 51,17-298.,5 ns
BCD19+ (cél/ pul) 91,1 54,3 -137,6 43,6 21,8 - 163,6 0,015
NK CD56+ (cél/ pl) 55,2 21,7 -131,6 57,2 17,9 - 1124 ns
Monocitos(cél/ pl) 270 136,5-654,3 257 233,4- 6454 ns
HLA-DR (MFI) 1394,0 815,0 - 2564,0 1388,5 828,5- 2481,0 ns
IgA(mg/dL) 243,0 205,0 - 263,0 274,5 255,0 - 285,0 ns
IgM(mg/dL) 156,5 121,0 - 190,0 177,5 163,500 - 183,5 ns
IgG(mg/dL) 1127,5 1030,0 - 1321,0 1329,5 1160,5 - 1487,5 ns
Hierro(ng/dL) 54,5 22,000 - 86,0 31,5 28,0 - 38,0 ns
Ferritina (ng/ml) 558,1 194,800 - 1880,000 600,850 48,700 - 2063,500 ns
PCR(mg/dl) 14,5 8,8-244 19,5 11,3 - 25,4 ns
IL6 (pg/ml) 65,3 34,0 - 96,4 68,8 34,8 - 80,5 ns
MR proADM(nmol/L) 1,2 0,8- 2,6 1,3 0,9-3,0 ns
PCT(pg/l) 0,4 0,2-1,1 0,4 0,2-1,9 ns

Tabla 44: Comparacion del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonfas por gripe HIN1 ingresadas en la

UCI segin edad.
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Si comparamos por edad la tendencia de los vlaores inmunitarios e inflamatorios, entre
aquellos con mayor gravedad y que requirieron VM y aquellos que no requirieron, observamos
que en los menores de 65 el trazado es similar, mientras que en los mayores de 65 afios este
trazado se diferencia, a expensas de un mayor recuento leucocitario y PMN (figura 14). En la

figura 15 observamos dicha diferencia segun el grupo de edad de los ventilados.

< 65 afios

Leucocitos

PCR a7\

BCD19+ Ferritina ===No VM

NK CD56+ Hierro

Monocitos
HLA-DR

A: menores de 65 afios.

>65 anos

Leucocitos

Linfocitos MR proADM
TCD4+ 1L6
TCD8+ PCR (i VM
BCD19+ Ferritina ===No VM
NK CD56+ Hierro
Monocitos

HLA-DR IgM

IgA

B: mayores de 5 afios.
Figuras 14. Diferencia en el inmunofenotipo y biomarcadores respecto a la gravedad dentro de los grupos de

edad: A: menotes de 65 afios; B: mayores de 65 afios.
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Ventilacion mecanica

Leucocitos
PMN PCT
Linfocitos MR proADM
TCD4+ 116
TCD8+ PCR —>65 anos

BCD19+ Ferritina e===<65 afios
NK CD56+ Hierro

Monocitos IeG

HLA-DR IgM
IgA

Figura 15. Inmunofenotipo y biomarcadores en los paciente ventilados segun el grupo de edad.

En cuanto a los pacientes con antecedente de inmunodepresién presentan unos valores
similares, tanto en el grupo total de gripes ingresadas en UCI como en el subgrupo HIN1

(tablas 45 y 46). Lo mismo ocurre en los pacientes con IMC >30 en ambos grupos (tablas 47 y
48).

Todos los pacientes con Gripe en UCI con antecedentes
de inmunodeficiencia

Sin inmunodeficiencia (n=90) Con inmunodeficiencia (n=32) p=

Mediana IQR Mediana IQR
Leucocitos(cél/ pl) 8940 5310 - 15830 11085 5795 - 17295 ns
PMN(cél/ nl) 7740 4250-13850 8140 3695-12832 ns
Linfocitos(cél/ pl) 725 482 - 1133 750 452 - 1110 ns
TCD4+ (cél/ pl) 2654 144,2 - 4989 266,5 164,5-453,1 ns
TCD8+ (cél/ pl) 140,8 81-227,9 185,8 129,9-309,4 ns
BCD19+ (cél/ pl) 101,3 60,4 - 237,0 100,1 39,3-203,5 ns
NK CD56+ (cél/ ul) 74,1 37,767 - 185,9 55,9 21,9 -944 ns
Monocitos(cél/ pl) 493 210-755 437 156,5-894,5 ns
HLA-DR (MFI) 2504,0 1740,0 - 4487,0 2086,0 1038,0 - 3558,3 ns
IgA(mg/dL) 250,5 203,0 - 279,0 210,0 151,3 - 254,8 ns
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IgM(mg/dL) 152,5 107,0 - 186,0 155,0 112,8 - 198,3 ns
IgG(mg/dL) 1171,5 978,0 - 1401,0 1127,0 980,5 - 1247,5 ns
Hierro(pg/dL) 66 32-89 66 33-97,25 ns
Ferritina (ng/ml) 193,7 50,1 - 988,2 364,9 38,6 - 967,2 ns
PCR(mg/dl) 13,3 6,7- 22,6 17,4 7,9- 28,3 ns
IL6 (pg/ml) 45,9 22,4-79,5 53,5 33,8 -79,8 ns
MR proADM(nmol/L) 0,9 0,5-1,8 1,3 0,8-2,6 ns
PCT(ng/l) 0,4 0,2-1,6 1,1 0,4- 5,0 0,017

Tabla 45: Comparacién del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonias por gripe ingresadas en la UCI

segun antecedente de inmunodepresion.

Gripes HIN1 con antecedente de inmunodeficiencia
Sin inmunodeficiencia (n=54) Con inmunodeficiencia (n=21) p=
Median IQR Median IQR

Leucocitos(cél/ pl) 7405 4500 - 12530 7920 4,157 - 14,285 ns
PMN(cél/ nl) 6157 2870-10030 4976 25149-11554 ns
Linfocitos(cél/ pl) 701 384 - 882 732 382 - 1142 ns
TCD4+ (cél/ nl) 269,8 128,289 - 461,03 2254 70,97 - 447,3 ns
TCD8+ (cél/ nl) 138,1 74,3-180,4 165,7 72,6-298,2 ns
BCD19+ (cél/ ul) 90,45 54,89 - 136,5 55,632 28,324 - 1728 ns
NK CDS6+ (cél/ nl) 52,800 28,3 - 130,44 72,1 13,6 - 143,5 ns
Monocitos(cél/ pl) 292,5 162,5-568 3224 118-846,9 ns
HLA-DR (MFI) 1385 851,5 - 2687 1903 782,7-2563,2 ns
IgA(mg/dL) 252 205,5 - 274 250 208 - 255 ns
IgM(mg/dL) 161 122 - 1847 160 147 - 209,5 ns
IgG(mg/dL) 1154 1076,5 - 1377 1127 1005 - 1247,5 ns
Hierro(pg/dL) 32 21,2-69,7 55 33-97,2 ns
Ferritina (ng/ml) 670,1 183,1-2130,5 431 205,3-1031 ns
PCR(mg/dl) 14,8 9,2 -24,6 18 8,4 -28 ns
IL6 (pg/ml) 66,5 32,2-95,5 58 35,1-89 ns
MR proADM(nmol/L) 1,1 0,8-2,6 1,5 1,1-32 ns
PCT(ng/l) 0,4 0,2-0,9 0,5 0,4 -2,6 ns

Tabla 46: Comparacion del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonfas por gripe HIN1 ingresadas en la

UCI segtn antecedente de inmunodepresion.
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OBESIDAD IMC>30 (todas las gripes)
IMC<30 (74) IMC>30 (31) )
Median IQR Median IQR

Leucocitos(cél/ nl) 10.200 4.900 — 15.830 8.340 5.878 — 16.588 ns
PMN(cél/ pl) 7725 3152 —-12.880 7841 4.868 — 14.499 ns
Linfocitos(cél/ pl) 710 450 - 1111 779 480 — 1.258 ns
TCD4+ (cél/ pl) 267,5 150,3 - 466,5 258,7 129,0 - 557,2 ns
TCD8+ (cél/ pl) 147 95 - 282,3 148,4 96,1 - 245 ns
BCD19+ (cél/ ul) 106 56,5 - 190,9 88,7 56,1- 397,2 ns
NK CD56+ (cél/ nl) 64 29,1 -139,1 74,1 41,4 - 2417 ns
Monocitos(cél/ nl) 522 191 - 850 480 209 - 787 ns
HLA-DR (MFI) 2104,5 1087 - 3331 2861 1394,2 - 4409,7 ns
IgA(mg/dL) 2475 183 - 276 245 203,2 - 278,5 ns
IgM(mg/dL) 154 110 - 191 152 112 - 1825 ns
IgG(mg/dL) 11295 974 - 1378 1215 1000,2 - 1400,7 s
Hierro(pg/dL) 69 33-98 57 225-77,7 ns
Ferritina (ng/ml) 2847 50,1 - 1025 2747 39,5 - 722,6 ns
PCR(mg/dl) 15,1 6,7-25 13 7,2-19,2 ns
IL6 (pg/ml) 45,1 21,8 -80 54,2 26,8 - 75,3 ns
MR proADM (nmol/L) 0,9 0,5-2.2 0,9 0,74 - 1,78 ns
PCT(ng/l) 0,7 0,2-4,6 0,3 0,2-0,8 ns
Mortalidad 25,67 % 41,93 %

Tabla 47: Comparacién del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonias por gripe ingresadas en la UCI
segun antecedente de obesidad.

OBESIDAD (IMC>30) (gripes N1HT)
IMC<30 (41) IMC>30 (17)
Median IQR Median IQR b=
Leucocitos(cél/ ul) 5.850 3.500 - 1.3018 7.100 4.982 —10.360 ns
PMN(cél/ nl) 3.880 2.454-9.919 5.965 4.267 - 9.512 ns
Linfocitos(cél/ pl) 700 360 —1.116 592 299 - 879 ns
TCD4+ (cél/ nl) 269,8 128,9 - 483,1 184,8 104,4 - 420,8 ns
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TCD8+ (cél/ pl) 146,1 73,1- 2389 1271 75,476 - 168,2 ns
BCD19+ (cél/ pul) 91,7 39,2-151,3 81,0 53,9 -131,5 ns
NK CD56+ (cél/ ul) 54,1 21,9-127,9 64,4 14,9 - 152,1 ns
Monocitos(cél/ pl) 258 139 - 533 250 0,1- 0,6 s
HLA-DR (MFI) 1394 804,2 - 2561 1662 902,2 - 2868,2 ns
IgA(mg/dL) 250 204,8 - 264,0 254,0 211,8 - 275,5 s
IgM(mg/dL) 160 119,5-199,5 161,0 133,3-179,5 ns
IgG(mg/dL) 1.128 1.016 - 1.371 1.215 1.111,2 — 1.340,7 ns
Hierro(ug/dL) 54 31,8-913 27 19,5 - 61,3 0,042
Ferritina (ng/ml) 489 189,375 — 1.890,5 6272 152,37 — 1.951,7 ns
PCR(mg/dl) 18 11,6 - 26,1 13,3 8,6 - 18,9 s
IL6 (pg/ml) 67 33,1-914 62,5 39,2-984 s
MR proADM (nmol/L) 1,2 0,8-29 1,4 09-25 s
PCT(ng/l) 0,6 0,2-1,8 0,2 0,2-0,5 0,014
Mortalidad 34,1 % 29,41 %

Tabla 48: Comparacion del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonias por gripe HINT ingresadas en la

UCI segtn antecedente de obesidad.

Finalmente, comparando aquellos pacientes que presnetaron coinfeccién al ingreso se observa

un mayor recuento leucocitario (12.560 vs. 7.710, p=0,027), PMN (10,005 vs. 6,012, p=0,023),

asi como una PCR mayor (21,2 vs. 10,9, p<0,01). Estas diferencias se mantienen en el

subgrupo HINT1, (tablas 49 y 50).

COINFECCION TODAS LAS GRIPES

Sin coinfeccién (70)

Con coinfeccién (48)

Median IQR Median IQR -
Leucocitos(cél/ pl) 7.710 5.000 — 13.340 12.560 6.435—17.870 0,027
PMN((cél/ pl) 6.012 3.459 — 11.780 10.005 5.290 — 147.28 0,023
Linfocitos(cél/ pl) 751 486 - 1100 715 452 - 1140 ns
TCD4+ (cél/ pl) 265,3 151,7 - 464,5 2639 145,4 - 529,5 ns
TCD8+ (cél/ pl) 1474 81,1 - 235,7 159,7 95,1- 2824 ns
BCD19+ (cél/ pl) 108,4 62,4 - 2458 100,4 449 - 237,2 ns
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NK CD56+ (cél/ ul) 67,0 37,8 -171,7 73,2 27,3 - 1444 ns
Monocitos(cél/ pl) 503 191 - 820 449 235 - 897 ns
HLA-DR (MFI) 2166 990,7 - 4483,7 2110,5 1255 - 3027 ns
IgA(mg/dL) 2450 203,8 - 275,8 2540 1825 - 278,5 ns
IgG(mg/dL) 1134,0 966,5 - 1372,0 1156,5 1041,5 - 1498,0 ns
IgM(mg/dL) 152,0 107,0 - 186,3 163,5 119,5 - 187,5 ns
Hierro(ng/dL) 64,0 31,3-95,3 66,0 32,500 - 84,0 ns
Fetritina (ng/ml) 2747 47,8 -7929 3443 43,5 - 1874,5 ns
PCR(mg/dl) 10,9 6,7-19,5 21,2 9,965 - 29,1 <0,001
IL6 (pg/ml) 54,7 27,0- 85,0 475 23,5-76,7 ns
MR proADM (nmol/L) 0,9 0,6-1,4 1,4 0,458 - 2,7 ns
PCT(pg/1) 0,3 0,1-0,5 2,6 1,1-19,7 <0,01
Mortalidad 18/70 25,7% 17/48 35,4% *

Tabla 49: Comparacién del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonias por gripe ingresadas en la UCI

segun coinfeccién al ingreso.

COINFECCION EN N1H1

Sin coinfeccién (50) Con coinfeccién (25)
Leucocitos(cél/ Median IQR Median IQR P=
ul) 6.940 4.440 — 11.250 10.640 4.250 — 14.825 ns
PMN (cél/ ul) 4.923 2.665 —9.400 7.841 2.870 — 11.867 ns
Linfocitos(cél/ pl) 720 444 - 907 527 329 - 937 ns
TCD4+ (cél/ pl) 269,8 138,8 - 459,2 2137 83,2 - 487,2 ns
TCD8+ (cél/ pl) 146,1 74,6 - 183,7 1271 74,3 - 2279 ns
BCD19+ (cél/ pl) 92,0 54,6 - 136,5 60,0 348-137,3 ns
NK CD”5§+ (Y 64,4 28,4 - 1317 481 11,7 - 130,4 ns
M°n°°;lt)"s(°él/ 296 150 - 687 315 150 - 475 ns
HLA-DR (MFI) 1569 735,2 - 2687 1394 956,7 - 2348 ns
IgA(mg/dL) 2490 204,2 - 2740 255,0 207,250 - 268,5 ns
IgG(mg/dL) 1127,0 974,0 - 1305,2 1131,0 1120,2 - 13942 ns
IgM(mg/dL) 155,0 112,7 - 1887 175,0 1482 - 1882 ns
Hierro(ug/dL) 43,0 225-77,7 44,0 247 - 82,0 ns
Ferritina (ng/ml) 4120 171,6 - 1192,0 1869,0 359,0 - 5693,2 0,036
PCR(mg/dl) 13,1 7,9 - 20,0 229 14,1 - 28,9 <0,01
IL6 (pg/ml) 65,6 344-921 62,5 32,2-1346 ns
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MR

proADM(nmol/L) 1,0 0,7-1,5 2,2 12-35 <0,01
PCT (ng/1) 0,3 0,1-0,4 1,8 0,7-5,1 <0,01
Mortalidad 26% 36% *

Tabla 50: Comparacion del estado inmunitario e inflamatorio en las neumonfas por gripe HIN1 ingresadas en la

UCI segin coinfeccion al ingreso.

5.3.5. Analisis de las curvas ROC
Se realizé un analisis de la curva ROC para estudiar el valor pronéstico de los diferentes

biomarcadores inmunitarios respecto a la severidad (ingreso en UCI y necesidad de ventilacion

mecanica) y mortalidad (tablas 51-56).

AUC SE 95% CI
Monocitos 0,586 0,0453 0,497 to 0,675
Linfocitos 0,677 0,0449 0,589 to 0,765
P dgwlfl“)“'DR en 0,820 0,0357 0,750 to 0,890
NK CD56+ % 0,601 0.0463 0511 t0 0,692
NK CD56+ 0.662 0,402 0.574 to 0,749
IgM 0.650 0,0460 0,560 t0 0,740

Tabla 51. Valores de las curvas ROC para predecir la severidad en pacientes ingresados en el hospital con

neumonia por gripe.

AUC SE 95% CI
Monocitos 0,698 0,0544 0,592 to 0,805
Linfocitos 0,678 0,0578 0,564 to 0,791
P dgwlf;)“'DR en 0,899 0,0375 0,824 t0 0,971
NK CD56+% 0,600 0,0598 0,483 to 0,717
NK CD56+ 0,663 0,572
IgM 0,694 0,0596 0,577 to 0,811

Tabla 52. Valores de las curvas ROC para predecir la severidad en pacientes ingresados en el hospital con

neumonia por gripe HINT1.

AUC SE 95% CI
Monocitos 0,643 0,0622 0,521 - 0,765
Linfocitos 0,642 0,0674 0,510 - 0,774
HLA-DRmonocitos (MFI) 0,537 0,0674 0,405 - 0,669
IgA 0,632 0,0650 0,505 - 0,760
NK CD56+ 0,666 0,602 0,548 to 0,784
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IgsM

0,609

0,0650

0,481 - 0,736

Tabla 53. Valores de las curvas ROC para predecir la mortalidad en pacientes ingresados el hospital con

neumonia por gripe.

Neumonias por influenza N1H1 en Urgencias
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Sensitivity

—— Monocitos
- Linfocitos
HLA-DR
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- CD56%
— IgM
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Figura 16. Representacion de las curvas ROC para la prediccion de severidad en los diferentes parametros de la

100-Specificity

inmunidad
AUC SE 95% CI

Monocitos 0,711 0,0715 0,571 - 0,851
Linfocitos 0,783 0,0668 0,652 - 0,914
Expresion de HLA-DR en

monocitos (MFT) 0,684 0,0787 0,529 - 0,838
NK CD56+ % 0,712 0,0739 0,567 - 0,857
NK CD56+ 0,863 0,0481 0,769 to 0,957
BCD19+ 0,696 0,0781 0,543 to 0,849
IgsM 0,616 0,0849 0,450 - 0,783

Tabla 54. Valores de las curvas ROC para predecir la mortalidad en pacientes ingresados en la UCI con

neumonia por gripe HINT1.
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Neumonias H1N1 ingresadas en la UCI
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Figura 17. Representacion de las curvas ROC para la prediccién de mortalidad en los diferentes parametros de la

inmunidad.

5.3.6. Analisis multivariante
Se elaboré un modelo de riesgo proporcional de Cox, utilizando el método hacia atras
(backward), eliminando del modelo en cada paso las variables no significativas. Las variables
dependientes utilizadas fueron la tasa de mortalidad en la UCI y a los 90 dias y las variables
independientes fueron: edad, sexo; obesidad; inmunodepresion, cirugfa, cifra de monocitos,
linfocitos Expresion de HLA-DR en monocitos, TCD4+, TCD8+ , NK CD56+, BCD19+,
niveles de Ig A, My G.

En el analisis del grupo total (A HIN1, A H3N2 y B) al ingreso del hospital el recuento de
monocitos, los valores de HLA-DR de los monocitos, el nimero de linfocitos CD19+ vy
numero de células NK CD56+ fueron factores estadisticamente significativos predictores de

mortalidad en UCI (vease la tabla 57).
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Coeficiente de Error Hazard

Variables ., P . 95% CI
regresion estandar Ratio

Monocitos -1,1298 0,5472 0,0389 0,3231 0,1112 to 0,9391
HLA-DR

. -0,0001622 0,00007406 | 0,0285 0,9998 0,9997 to 1,0000
monocitos (MFTI)
NK CD56+ -0,002516 0,001525 0,0991 0,9975 0,9945 to 1,0005
BCD19+ 0,001766 0,0006566 0,0071 1,0018 1,0005 to 1,0031

Tabla 55. Analisis multivariante. Parametros inmunitarios predictores de mortalidad al ingreso en el hospital del

grupo total.

Por otro lado, el anilisis del grupo total al ingreso en la UCI, el recuento de monocitos,
linfocitos CD19 y los valores de IgM fueron factores estadisticamente significativos como

predictores de mortalidad en UCI (vease la tabla 58).

Survival at mean of covariates

100 =

P=0,033

90 |-

85—
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75 =

0 1 1 1 1 1 1
20 40 60 80 100 120
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Neumonias ingresadas en la UCI por Gripe ( A N1H1, A N2H3 y B)

o

Figura 18. Analisis multivariante. Curva de supervivencia de neumonias ingresadas en UCI.

Variables Coeficiente de Error P Hazard 95% CI
regresion estandar Ratio

Monocitos -1,3259 0,5581  0,0175 0,2656 0,0894 to 0,7886

BCD19+ 0,001181 0,0006226  0,0578 1,0012 1,0000 to 1,0024

IgM 0,001276 0,0006559 0,0517 1,0013 1,0000 to 1,0026

Tabla 56. Analisis multivariante. Parametros inmunitarios predictores de mortalidad al ingreso en UCI.
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En el subgrupo HINI, los valores de HLA-DR, el nimero de células NK (+CD56) y los
niveles de IgM fueron factores estadisticamente significativos como predictores de mortalidad

tanto al ingreso en hospital como en UCI (vease tablas 59 y 60).

Survival at mean of covariates

100 =

P< 1
ol 0,000

96 |=

94 |-

2=

't 1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100 120
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Neumonias ingresadas en la UCI por Gripes HIN1

Figura 19. Analisis multivariante. Curva de supervivencia de neumonias HIN1 ingresadas en UCL.

Variable Coeﬁc1er}'fe de Error P Haza.lrd 95% CI
regresion estandar Ratio
&Llf‘l‘)DR monocitos -0,0003684 0,0002084 0,077 09996  0,9992 to 1,0000
NK CD56+ -0,02766 0008224 <001 09727 09572 to 09884
IgM 0,01115 0004462 0012 10112 1,0025 to 1,0201

Tabla 57. Analisis multivariante. Parametros inmunitarios predictores de mortalidad al ingreso del Hospital de

las neumonias por HINT.

Variable Coefimer.n:.e de Error o Hazz}td 95% CI
regresion estandar Ratio

HLA-DR monocitos 0,9992 to
(MFI) -0,0003684 0,0002084 0,0770 0,9996 1,0000

WIS EIDED 20,02766 0008224 00008 09727 0,9572 to
0,9884

IgM 1,0025 to
0,01115 0,004462 0,0124 1,0112 1,0201

Tabla 58. Analisis multivariante. Parimetros inmunitarios predictores de mortalidad al ingreso en UCI de las

neumonias por HIN1.
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5. 4. INMUNOFENOTIPOS PREDICTORES DE SEVERIDAD EN LA

GRIPE A N1H1

Para la realizacién de los 4 subgrupos hemos obtenido los siguientes puntos de corte: ferritina

350 ng/ml y HLA-DR 4500 MFI. Estos cotresponden a los valores de la mediana de ferritina y

HLA-DR de los pacientes ingresados en UCI con una MR-proADM de 1,2 nmol/L, punto de

corte para la mortalidad en la curva ROC. Con ello hemos realizado 4 grupos y hemos

analizado

lascifras

de linfocitos,

leucocitos,

monocitos,

subpoblaciones i

nfocitarias,

inmunoglobulinas, biomarcadores, mortalidad y puntuacion SOFA y APACHE (tabla 61).

o Grupo 1: Ferritina <325 y HLA-DR >4500: normal (N)
o Grupo 2 : Ferritina >325 y HLA-DR >4500: hiperinflamado HI)

o Grupo 3: Ferritina <325 y HLA-DR <4500: inmunodeprimido (ID)
o Grupo 4: Ferritina >325 y HLA-DR<4500: mixto (HI+1D)

Grupo 1 (n=30)
Normal (N)
Ferritina <325;
HLA-DR>4500

Grupo 2. (n=18)
Hiperinflamado

(HI)

Ferritina >325;
HLA-DR>4500

Grupo 3. (n=22)
Inmunodepresién

(D)

Ferritina <325;
HLA-DR<4500

Ferr

Grupo 4. (n=36)
Mixto (HI+ID)

itina >325;

HLA-DR<4500

Median IOR Median IOR Median IOR Median, IOR

Leucocitos(cél/ pl) 6.140 | 4.930-9.540 | 4.725 | 2.040-8.800 | 6.410 | 4.000-11.560 | 8.340 (4.130-12.710
PMN(cél/ pl) 4.670 | 2.820-8.480 | 3.915 | 1.390-7.710 | 4.860 | 2.320-8.370 | 6.630 | 3.150-1.038
Linfocitos(cél/ pl) 1.050 | 770-1.730 620 560-940 760 | 480-1.130 | 560 | 340-860
TCD4+ (cél/ pl) 466,6 | 209,1-762,7 | 369,4 | 323,6-643,2 | 266,3 | 127,9-444,4 | 213,8 | 114,8-464,4
TCD8+ (cél/ pl) 292,321 | 136,0-546,1 | 140,9 | 116,6-173,4 | 147,8 | 64,8-272,7 |133,9| 76,1-256,0
BCD19+ (cél/ pl) 93,9 64-172,6 71,5 38,7-93,9 | 106,6 | 54,3-186,9 | 76,5 | 37,3-155,8
NK CD56+ (cél/ pl) 108,5 | 46,3-260,2 | 50,7 19,3-77,7 | 91,7 | 54,1-208,3 | 45,2 | 16,9-118,6
Monocitos(cél/ ul) 64 0,4-0,9 155 0,1- 0,3 363 0,2-0,7 258 0,1-0,5
HLA-DR (MFT) 8152 51229902’?_ 7764 | 7180- 10629 |1337,5| 858- 2166 | 1385 | 682,8-2627
IgA(mg/dL) 115 88-232 260,5 234-278 | 234,5| 205-274 254 |207,2-274,7
IgG(mg/dL) 1328 11(3‘0311’75_ 1326 | 998-1445 | 1160 | 1030- 1259 | 1131 |1098,5-1373
IgM(mg/dL) 102 88,5-145,5 186 102-225 | 138,5| 108-161 175 | 145,5-199
Hierro(pg/dL) 70 40,3- 107,2 47 17-86 64 28- 109 32 | 21,2-59,2
Fetritina (ng/ml) 954 | 24,2-210,8 | 907,1 | 529,1-1789 | 78,15 | 44,1-192,5 | 1245 |598,6-2995,6
PCR(mg/dl) 9,7 6,7-20,6 5,4 2,2-10 13,9 8,8-24,2 15,5 | 9,4-24,5
IL6 (pg/ml) 50,3 - 50,3 - 70,2 | 35,9-98,1 | 63,8 | 29,8-90,6
MR 0,6 0,244-1,01 0,5 0,2-0,6 1 0,8-1,6 1,4 0,9-2,6
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proADM(nmol/L)

PCT (ng/1) 0,1 0,1-0,2 0,5 0,1-0,9 0,2 0,1-0,5 0,5 0,3-1,1
Ingreso en UCIn; % | 2/30 6,66% 5/18 27,5% 18/22| 81,8%  |26/39| 92,3%
Mortalidad % 0% 0% 18,2% 38,5%

Tabla 59. Parametros segin inmunofenotipos.

La distribucién de pacientes en los 4 grupos es homogénea y podemos encontrar un
comportamiento diferencial entre ellos. L.a mayor mortalidad se encuentra en el grupo donde la
HILA-DR se encuentra inferior a 4500 (G3: 18,2% y G4: 38,5%), siendo nula en el primer y
segundo grupo. La linfopenia es un hallazgo contante en los cuatro grupos, sin embargo es
menos acusado en el grupo 1 (G1: 1.050 cel/pt , G2: 620 cét/p1, G3: 760 cél/pt y G4: 560cél/p).
La linfopenia en los grupos 3 y 4 es mas acusada en los CD4 que en los grupos 1y 2 (G1:466
cel/pl, G2: 369 cel/pl, G3: 266 cel/pl, G4: 213 cel/pl). Los linfocitos TCDS8 se encuentran
también disminuidos en los grupos 2, 3 y 4 respecto al primero (G1: 292 cel/p1, G2: 140 cél/pi,
G3:147 cet/mt G4: 133 cel/p siendo la afectacion de las subpoblaciones en el cuarto grupo
minimo. El valor de CD56 se encuentra disminuido en los grupos con una ferritina mayor (G1:
108,5 cel/pt, G2: 50,7 cél/pt, G3: 91,7 cél/p1, G4: 45,2 cél/p). El recuento de monocitos por su
lado se mantinen por encima 100 cél/pl en todos los grupos (G1: 640 cel/pt, G2: 155 cél/p1, G3:
263 cel/py G4: 258 cél/pi).

El valor de la MR-porADM se se encuentra mas elevado en los grupos de HLA-DR bajo:
(G1: 0,6 nmol/1, G2: 0,5 nmol/1, G3: 1 nmol/l, G4: 1,4 nmol/l). En la figura 20 se muestra la

correlacion de la MR-proADM con la expresion de HLA-DR, siendo negativa (r=-0,462,

p<0,01). Por su lado, la PCR también se encuentra mas elevada en estos grupos (G1: 5,4
mg/dl, G2: 13,9 mg/dl, G3: 15,5 mg/dl, G4: 9,7 mg/dl). En la figura 21, se muestra su

correlacion negativa y estadisticamente significativa con el HLA-DR (r= -0,265, p<0,01).
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Figura 20. Correlacion entre MR-proADM y HLA-DR.
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Figura 21. Cortelacién entre PCR y HLA-DR.
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Figura 22. A y B. Correlacion de los niveles de ILL6 con los niveles de Ferritina y HLA-DR en pacientes

ingresados en la UCI con gripe A N1H1.
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5.5. COMPARACION DEL ESTADO DE DISFUNCION INMUNE
DE LOS PACIENTES CON NEUMONIA POR GRIPE HIN1 Y
SARS-COV-2

Se evaluaron adultos sintomaticos COVID19 en el departamento de emergencias por PCR
positiva para Covid-19, de estos 59 ingresaron en la UCI. La tasa de mortalidad fue del 42,3%
en los 59 que requirieron ingreso en UCI, del 55% en los 47 que requirieron ventilacién

mecanica.

La comparaciéon de los parametros inflamatorios (tabla 62) mostré un aumento en los
pacientes co SARS Covid-19. Los niveles medios de ferritina en plasma 1345 ng / ml (819,25-
2124,25) frente a 558,1 ng / ml (180-1880) de los pacientes con influenza HIN1pdm ingresada
en la UCI, los niveles plasmaticos medios de ferritina son significativamente mayores en los
pacientes con COVID-19 1345 ng/ml (IQR 819,3-2124,3) frente a 558.1 ng / ml (IQR 180-
1880) (p<0,01). Los valores de PCR son altos pero similares en ambos grupos ( 15,5 vs 14,2
mg/dl). Los valores de IL6 en los pacientes con COVID-19 son de 146 pd/ml (IQR 32,9-
1201).
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Gripes HIN1 ingresadas en UCI

Covid-19 ingresadas en UCI

(N=75) (N=59) ?
Median 25-75P Median 25-75P
Edad 53 44-64 65 57-68.75 <0,01
Leucocitos(cél/ ul) 7.500 4.455 - 13.225 8.675 6.750 — 12.000 s
Granulocitos(cél/pl) 5.965 2.870 —10.308 6.765 4.635 — 8.835 ns
Monocitos(cél/ pl) 315 151 - 648 435 280 - 675 s
Linfocitos(cél/ pl) 710 385 - 905 730 530 - 1.150 ns
TCD3+ % 72,3 62,4-759 79 69.8-873 ns
TCD3+ células 460,2 232,1-666,8 890,9 519,6-1383,3 0,0028
TCD4+ % 44,8 32,2-529 50,1 43,1-61,2 s
TCD4+ células 260,7 121,8-464,2 586,2 267-969,3 <0,01
TCD8+ % 21,8 17,1 - 30 266 13.940 - 337 ns
TCD8+ células 138,2 73,2-1952 2747 155,1-411,4 0,014
CD4/CDS ratio 2,1 1,4-29 1,6 1,4-47 ns
T(CD4-CD8-) % 1,7 0,0 -3,7 0.4 06-1 0,055
T(CD4-CD8-) n° 9,7 0,0-21,2 37 4,9-15,7 ns
BCD19+ % 15,7 11-24.2 9,3 37-145 <0,01
BCD19+ células 88,6 52,2-137,6 77,1 36,1-213,5 ns
NK CD56+ % 103 5-144 84 57-148 ns
NK CD56+ células 56,4 21,9-134,8 79,6 58,0-160,2 ns
HLA-DR (MFI) 1408 824 - 2729 1323 85431739, ns
IgA (mg/ dL) 250 207 - 274 205 164 - 287 ns
IgG (mg/ dL) 1131 1076 - 1370 914 6303 — 9973 ns
IgM (mg/dL) 160,5 125- 189 7 5851285 <0,01
Ferritina (ng/ml) 558,1 180 - 1880 1345 819,25-2124,25 <0,01
IL6 (pg/ml) 64,1 31,6-141,9 2747 89,8-1207 <0,01
PCR(mg/dl) 15,5 9,2-24,9 142 52244 ns
Mortalidad 29,3% 423% ns

Tabla 60. Comparacion de parametros inmunitarios, inflamatorios y biomarcadores entre gripe HIN1 y COVID-

19.
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6. DISCUSION

En nuestra serie, los pacientes con gripe presentaron el perfil caracteristico descrito en otras

publicaciones.m’175

La edad media fue de 56,3114,9 afios para el grupo total de gripes y
53,1+14 para la HINT1. El 56.8% de los pacientes tenfa menos de 50 anos y el 84% menos de
60. La edad media en los no supervivientes en el grupo total de gripes fue de 60,7%15, superior
al de la gripe N1H1, que fue de 55,8+15. A pesar de que la tasa de letalidad de la ultima
pandemia fue inferior al 0,05%, un tercio de los casos graves eran personas jévenes y de
mediana edad sanas anteriormente, un grupo poco afectado durante las epidemias estacionales,
que afectan predominantemente a los pacientes pediatricos, con una inmunidad poco
desarrollada, y los ancianos, caracterizados por el fenémeno de inmunosenescencia. Esta
tendencia fue observada también durante la pandemia de 1918."

La incidencia de sexo femenino fue de un 45% en el grupo total, mientras que en el subgrupo
de gripes A N1H1 fue ligeramente mas frecuente en las mujeres, aunque no de forma
significativa. En series sobre todo iniciales tras la pandemia, donde diferencian el sexo en cada
estrato de edad, se observa una frecuencia mayor de enfermedad grave en mujeresentre los
adultos en edad reproductiva (18-49 afios), sin ser necesariamente embarazadas, mientras que
en aquellos que no diferencian entre franjas de edad, el hombre normalmente predomina. Sin
embargo, esta tendencia ha podido modificarse ya que, si bien por motivos genéticos y
hormonales  las mujeres generan mayores respuestas de citoquinas y quimiocinas
proinflamatorias y experimentan una mayor morbilidad y mortalidad que los hombres, también
poseen una respuesta humoral mas potente creando una inmunidad cruzada tras la vacunacion
o el contacto con estirpes similares mas eficaz. Ademas las mujeres tradicionalmente se

. . . . . 177
adhieren con mayor frecuencia a los programas de vacunacion en caso de estar indicado.

La incidencia de obesidad IMC> 30) fue del 32,4% con un IMC medio del 28,6+8 en general
y del 39,4 % en el grupo de mortalidad. Este dato es acorde a los estudios epidemiolégicos
durante la pandemia de gripe A HIN1 en el 2009 y en estudios posteriores, donde la obesidad
se muestra como un factor de riesgo de hospitalizacién y necesidad de ventilacién mecanica'”.

Sin embargo, en un estudio multicéntrico llevado a cabo para estudiar el efecto sobre el

pronoéstico de la obesidad sobre estos pacientes, se observo que tras ajustar la mortalidad a la

111



severidad y factores de confusién, la obesidad no estaba asociada significativamente con la
mortalidad. ' Esto concuerda con la llamada paradoja de la obesidad observada en otras
patologfas por ejemplo en las NAC bacterianas.'™

La mortalidad del grupo total de gripes fue de 29,5 % en la UCI y 31,9 % en el hospital y a los
90 dias. La mortalidad hospitalaria en los pacientes con gripe B fue del 50%, mayor que la
gripe por HINT (29,3%) y que la H3N2 (30,3%) y similar a las registradas en las neumonias
bacterianas. Destacar que en los pacientes con Gripe B sufren un alto porcentaje de
coinfeccion/reinfeccién, fundamentalmente con bactetias Gram+, acompafiando en su
evolucién con un alto porcentaje de situacion de shock y necesidad de aminas. Ademas de
mayor edad y comorbilidades como obesidad, enfermedades hematoldgicas, habito tabaquico y
diabetes mellitus. En un andlisis secundario de la GETGAG/SEMICYUC, los pacientes con
NAC por HIN1 ingresados en UCI tuvieron una mortalidad del 18,8 %, frente al 39% de la
mortalidad del grupo de neumonia adquirida en el hospital. A pesar de ser pacientes con
neumonias adquiridas en la comunidad, esta diferencia puede deberse a la mayor comorbilidad
y gravedad al ingreso de los pacientes en nuestra serie, posiblemente por criterios de ingreso en

UCI mas exigentes.181

Nuestra serie presenta una puntuacion SOFA mediana de 7 (IQR 4-10). Un ndamero
significativo de pacientes en el ingreso en la UCI se mantuvo hemodinamicamente estable, sin
necesidad de fairmacos vasoactivos y con niveles normales de lactato, con solo insuficiencia
respiratoria y puntaje SOFA moderadamente bajo en el momento del ingreso. Posteriormente,

un gran numero de pacientes desarrollaron shock séptico y requirieron farmacos vasoactivos.

Los pacientes con neumonfas graves por virus de la influenza A N1H1 se presentan mas
complejos con afectacion de parametros los respiratorios y hemodinamicos: deterioro de la
oxigenacion, necesidad de la VM, incidencia de shock asi como la necesidad de las medidas
terapéuticas como la ventilacién en posicion en prono, el reclutamiento alveolar, la necesidad
de aminas y la necesidad de HFVVC. También son mayores en las neumonias por HIN1 el

uso de corticoides y diuréticos.
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En nuestra muestra, los pacientes inmunodeprimidos representan el 28% (34/122), incluidos 2
pacientes oncohematolégicos. En ellos la mortalidad fue del 22%, menor que la del grupo total
(30%). Nuestros datos respaldan la idea de que un historial individual de compromiso
inmunoldégico, tratamiento con medicamentos inmunosupresores, enfermedades hematologicas
o SIDA no esta relacionado con un prondstico desfavorable de la gripe. Esto difiere de los
datos publicados. En el andlisis de una cohorte de 1899 pacientes del GETGAG/SEMICYUC
ingresados en la UCI por infeccion grave por HIN1, 238, es decir, 12,5% fueron categorizados
como pacientes inmunocomprometidos, y en estos pacientes la mortalidad fue
significativamente mayor: 19.9% vs 49.6%.'”Ademas, la adquisicién hospitalaria de la gripe A
(HIN1), una variable independientemente asociada con la mortalidad, es tres veces mas
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frecuente en los pacientes inmunodeprimidos, siendo en nuestra muestra todas NAC.

Cabe destacar la ausencia de un grupo de riesgo reconocido: mujeres embarazadas. Desde que
los obstetras estan concienciados del riesgo aumentado de complicaciones en esta poblacién, la
protocolizacién de la vacunacion independientemente del trimestre de gestacion y factores de
riesgo asociados, y el inicio precoz de tratamiento con antiviricos ya desde urgencias, han

podido ser el motivo de la ausencia de representacion en nuestra serie.

Como hemos comentando en la introduccion, la coinfeccién bacteriana en los pacientes con
gripe es muy variable oscilando entre el 2-65 % en las distintas series. En nuestro caso la
incidencia de coinfeccién confirmada fue del 22,9%. Entre los microorganismos mas
frecuentes se encuentran los Streptococcus pneunmoniae y el Staphylococcus aurens, coincidiendo con
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los mas frecuentes en la literatura.

Por otro lado, la sobreinfeccion se sospeché en el 30% de los pacientes con gripe ingresados
en UCI, siendo confirmada en el 13% por aislamiento de gérmenes. Los microorganismos

mas frecuentemente aislados fueron gram-negativos.

Los aislamientos microbiolégicos fueron considerados infecciéon frente a colonizacion

teniendo en cuenta los puntos de corte establecidos clasicamente por la comunidad
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aunque no deja de ser objeto de debate ya que varios factores interfieren en su
interpretaciénzso. Los aislamientos por Céndida albicans, incluso en cuantificaciones
significativas, no solemos tratarlas, en base a la estrategia Tarragona™’. Sin embargo en los
casos descritos con aislamiento por candida en el BAL o secreciones bronquiales recibieron
tratamiento a criterio del clinico en base a la situaciéon de neutropenia y otros factores de riesgo
como nutricién parenteral, corticoides, situacion clinica con fiebre y deterioro respiratorio no
explicado por otras causas. Los 4 pacientes en los que se aislo Candida albicans fueron
considerados inmunodeprimidos por ser hematolégicos o tratados previamente con
corticoides. Otros gérmenes aislados fueron Klebsiella pnenmoniae, Staphylococcus epidermidis y

Acinetobacter banmannii, microorganismos relacionados con la ventilacién mecanica y catéteres

venosos centrales o arteriales.

Teniendo en cuenta el tipo de influenza encontramos diferencias. La gripe B se encontraba
coinfeccién en el 57,4%, seguido de la H3N2 con 45,4% y finalmente la HIN1 con un 33,3%.
La gran incidencia de coinfeccion explicaria en parte, el patrén de mayor de gravedad que los
casos confirmados de virus H3N2 y B, respecto a temporadas previas.'™

Tanto la coinfecciéon como la sobreinfeccidon son una fuente de morbimortalidad reconocido,
lo que esta a corde con nuestros datos: tanto la coinfeccién como la sobreinfeccion fueron mas
frecuentes en los no supervivientes tanto en el grupo total de gripes ingresadas en UCI
(coinfeccion: 36% vs. 47%, p<0,05; sobreinfeccion: 12% vs. 27%, p>0,05), como en el grupo
HINT1 (coinfeccion: 30,2% vs. 41% p<0,05; sobreinfeccion: 17% vs. 36%, p<0,05). Para hacer
frente a una infeccion, el organismo recurre a estrategias no mutuamente excluyentes:
resistencia, es decir, neutralizacién o destrucciéon del patégeno; o tolerancia, la capacidad de
resistir los dafios producidos por el patégeno o por la defensa del huésped. Los mecanismos de
aumento de la mortalidad después de coinfecciones bacterianas asociadas a la influenza
incluyen una resistencia antibacteriana fallida e inmunopatogenicidad sinérgica, ademas de

tolerancia fallida'®®.

Respecto a las coinfecciones/sobteinfecciones viricas, no encontramos ningun caso. Segun la

114



literatura, un porcentaje no desdefiable de las infecciones respiratorias agudas por virus son
. . . . . .. 187. 241 .

mixtas, asociados a aquellos que circulan en el momento epidemiolégico. *~" La mayoria de

los estudios publicados es sobre poblacion pediatrica, motivo por el cual puede diferir los

datos encontrados en nuestra poblacion, sélo adulta.
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6.1. BIOMARCADORES

La diferenciacién de la etiologia de la neumonia nos permite el uso racional de antibiéticos. Sin
embargo, existe poca literatura sobre el papel de los biomarcadores en la difenrenciacién de
etiologia en la NAC. En un reciente revisiéon y metanalisis en poblacién pediatrica, observaron
que la PCR era mayor en las neumonias bacterianas que en las viricas, pero existe un problema
enla fijaciéon de un valor de corte adecuado que sea sensible y especifico para diferenciar entre
los dos. La PCT parece mostrarse mas especifico que la PCR para diferenciar entre ambas
etiologfas. La MR pro-ADM sin embargo, no fue util en la prediccion de la etiologia, aunque si
en su severidad.'®

En el estudio TRIAGE'®, un gran ensayo multicéntrico, Schuetz et al demostraron que la

,
combinacién de MR-proADM e informacién clinica al ingresar a la sala de Urgencias mejord
significativamente la estratificacion del riesgo y predijo la necesidad de ingreso en la UCI.

En relacién a las infecciones de origen respiratorio, los niveles de MR-proADM han
demostrado un gran poder discriminatorio para predecir complicaciones, ingreso en UCI,
mortalidad a corto, medio y largo plazo y mejoria de la estratificacién en combinacién con los
sistemas de puntuacién clinicos, independiente de la etiologia de la NAC (bacteriana,
atfpica/viral o mixta).'”

La utilidad de los niveles de MR-proADM en pacientes sépticos, independientemente del
organismo, también se ha demostrado pero no se ha estudiado especificamente en infecciones
por influenza como fuente de sepsis. Este es el primer estudio que evaltala capacidad de
prediccion de la gravedad de la enfermedad, el resultado desfavorable, el riesgo de ingreso en la
UCI, la necesidad de ventilacién mecanica y la mortalidad. Ademas, hemos demostrado la

superioridad pronéstica de los niveles de MR-proADM sobre otros marcadores como PCR,

PCT y lactato y sobre los sistemas de puntuacion de gravedad SOFA y Apache II.

En un estudio en 326 pacientes sépticos en el que 20 pacientes fueron infecciones virales,

Andaluz-Ojeda informé niveles mas bajos de MR-proADM en este subgrupo, con un nivel
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medio de 1.2 nmol / L (rango intercuartil 3.4), respecto al grupo de sepsis bactetiana. La
puntuacion SOFA del subgrupo de sepsis virales fue mas baja, (SOFA promedio de 6.5
puntos, en comparaciéon con 9 puntos en pacientes de otro origen). Esos autores examinaron
la capacidad de MR-proADM para predecir la mortalidad en pacientes sépticos con diferentes
grados de insuficiencia organica, en comparacion con la procalcitonina, la proteina C reactiva y
el lactato. Destaco esta superioridad sobre todo en el rango de puntuacién SOFA menor de 6
puntos donde solo los niveles de MR-proADM fueron utiles para la predicciéon de mortalidad
a los 28 dias; por lo tanto, es un buen candidato para la identificacién temprana del riesgo de
mortalidad en pacientes sépticos con puntuaciones en escalas de gravedad moderada de la
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enfermedad, como podria ser los pacientes con neumonia grave por influenza.

En el trabajo de Cifuentes et al. se evalda la utilidad de la MR-proADM frente a otros
biomarcadores como NT-ProBNP, PCR y PCT en la prediccion de mal prondstico en
pacientes admitidos en Urgencias con sindrome gripal. Si bien la MR-proADM presenta mayor
capacidad predictiva en el grupo total, no asi en el subgrupo de pacientes con gripe HIN1
confirmada. Los autores sefialan sin embargo que el grupo fue reducido y con un escaso
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numero de sucesos, lo que limitaria la potencia estadistica del subanalisis.

En nuestra serie, los niveles de PCT al ingreso fueron estadisticamente diferentes en los
pacientes ingresados y no ingresados en la UCI tanto en el grupo total de gripes como en el
grupo de cepa N1H1. Entre los subgrupos de gripe los niveles de PCT en las gripes B fue
significativamente mayor que en los otros subgrupo de gripe A. Creemos que debe ser debido
a la alta incidencia de coinfeccién y sobreinfeccion de este grupo que alcanzo el 71,4 %, con un
43 % de Gram+. En un porcentaje del 39,34% de todas las gripes hubo coinfeccién al
ingreso o reinfecciéon aislandose bacterias, hongos y flora poli-microbiana durante el
seguimiento (especialmente en los no sobrevivientes) y fueron factores independientes de mal
pronostico. Entre los grupo de supervivencia también se observo diferencias en el subgrupo de
las gripe B: 2,5 vs. 12,2, no siendo significativo, probablemente por el bajo nimero de

pacientes de este subgrupo.
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Podemos concluir por tanto que la mediciéon de PCT puede ayudar a discriminar entre
infecciones graves del tracto respiratorio de origen bacteriano y HIN1. En pacientes
ingresados en la UCI con gripe, la PCT es un marcador sensible con un buen valor predictivo
negativo para la deteccion de infeccion bacteriana y es superior a la PCR. Los valores bajos de
PCT, particularmente cuando se combinan con niveles bajos de PCR, sugieren la ausencia de
infeccion bacteriana, ya sea sola o en combinacién con la influenza.

Respecto a la IL-6 observamos mayores valores en las neumonias bacterianas ingresadas en
UCI que en las neumonias por gripe. Sin embargo, esta es mayor en la HINT1 respecto a otras
serotipos. En animales, se ha observado una mayor elevacién de IL-6 en infecciones por
H1N1 que por otro tipo de cepas.'”” Ademas se ha reportado tanto en modelos animales como
en humanos su correlacién con la severidad de la infeccién por influenza.” La identificacién
de este tipo de biomarcadores pueden tener implicaciones a nivel terapéutico. Por ejemplo, en
el caso de ARDS se han observado diferetes fenotipos: hiperinflamatorio e hipoinflamatorio.
El fenotipo hiperinflamatorio, asociado a una mayor mortalidad, se caracteriza por niveles
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clevados en plasma de biomarcadores como IL-6, IL-8, sTNFR- Parece que estos

pacientes responden de forma diferente a la fluidoterapia, parametros ventilatorios o a

: : s 242245
tratamientos como la simvastatina >

En el analisis de la curva ROC para los diferentes biomarcadores se mostraron sensibles para
predecir la severidad tanto en el grupo total de gripes como en los distintos subgrupos de
gripe. En nuestra serie, los valores supetiores a 1,1 nmol / I de MR pro-ADM en el ingreso
hospitalario definieron pacientes que desarrollan insuficiencia respiratoria grave con una
sensibilidad del 55%, una especificidad del 90% en el grupo total y en los pacientes con HINT.
Una alta proporcion de estos pacientes (85,3 %) requerira ventilacion mecanica. En el trabajo
de Cifuentes, el analisis de las curvas ROC para la PCT y PCR no fueron estadisticamente
significativas. La MR pro-ADM mostré una AUC de 0,73 para valores >1 nmol/ 1, con una
sensibilidad y especificidad del 70 y 64% respectivamente. Sin embargo, en los pacientes con
infeccién por HIN1 demostrada esta no fue significativa. Los valores supetiores a 1,2 nmol / |
son utiles para definir un prondstico desfavorable en pacientes ingresados en la UCI. Este
punto de corte detecta la mortalidad con una sensibilidad del 95% y un valor predictivo

negativo 98,6%. Destaca el mayor valor en las gripes B, asi como su valor en la prediccion de
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mortalidad en el analisis de la curva ROC, con una AUC de 0,812. De nuevo es probable que

se deba al alto porcentaje de coinfeccion hallada en estos pacientes.

Los resultados del analisis multivariable (Cox proportional hazards models) mostré que los
niveles de PCT y MR pro-ADM fueron factores estadisticamente significativos como
predictores de mortalidad en UCI y solo los niveles de de MR proADM en la mortalidad
hospitalaria. En analisis realizados y publicados en pacientes sépticos de etiologfa bacteriana los
niveles de MR proADM se han mostrado predictores de la mortalidad. Nuestro grupo en una
reciente publicacién' en el andlisis multivariable a las 48 horas de ingreso los niveles de MR-

proADM fueron un predictores significativos de mortalidad tanto en la UCI como a los 90

dias.

Nuestros resultados pueden tener implicaciones para la practica clinica y la investigacion. Los
niveles de MR-proADM pueden proporcionar una nueva via directa y rapida para mejorar la
precision del pronodstico. Esto es particularmente importante en los pacientes que presentan
solo insuficiencia organica respiratoria y en los que es dificil predecir la evolucién clinica: en la
actualidad, algunos incluso pueden ser dados de alta en casa, solo para regresar al hospital para
la admisiéon en UCI y para recibir asistencia respiratoria urgente. La alerta temprana de la
probabilidad de insuficiencia respiratoria grave en pacientes con gripe, sobre todo los pacientes
con HINI, puede ayudar a orientar las decisiones sobre la estrategia de tratamiento mas
adecuada y puede reducir la mortalidad en la UCL. MR-proADM estratifica adecuadamente a
los pacientes de alto riesgo, y es probable que sea util para nuevos tratamientos en pacientes

con HINT.
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6.2. HIERRO Y PROTEINAS RELACIONADAS

Los valores del metabolismo del hierro en nuestros pacientes ingresados en UCI presentan una
tendencia de valores del metabolismo del hierro similar a las existentes en la literatura. Darveau
realiza una revisiéon donde expone los valores medios de los pacientes criticos en la literatura:
ferritina > 300 pg / 1, hierro sérico <9 pmol / 1 (o <60mg/dL), saturacién de transferrina
entre 10% y 20%, y los niveles de transferrina <3 mg / dl, que contribuye a la tan frecuente
anemia encontrada en estos pacientes.l% En nuestra muestra de pacientes ingresados en la UCI
la mediana de hierro sérico ferritina y transferrina fue de 48 mg/dL, 365 ng/mL y 190 mg/dL

respectivamente.

Nuestra serie muestra unos valores de ferritina mas acusados en los pacientes sépticos con
neumonia bacteriana, mostrando una diferencia significativa con respecto al subgrupo de las

neumonias por gripe: 549,4 ng/ml vs. 274,7 ng/ml (p= 0,029). El hierro fue significativamente
mas bajas en las neumonias bacterianas ingresadas en UCI que en las neumonias por gripe (24
mg/dl vs. 66 mg/dl, p<0,01). De la misma forma la transferrina también es significativamente
mas baja en las bacterianas respecto a las gripes: 147 mg/ dl vs. 196 mg/ dl, p<0,01). Las
infecciones bacterianas son la causa mas frecuente de sepsis, atribuyéndose con poca
frecuencia a infecciones virales. Los productos bacterianos, fundamentalmente componentes
de la pared celular, activan el sistema inmune al fabricar y liberar mediadores inflamatorios
responsables de la respuesta inflamatoria. La endotoxina, o mas precisamente el
lipopolisacarido bacteriano (LPS), es reconocido como el mediador microbiano mas potente
involucrado en la patogénesis de la sepsis y el choque séptico.Lo mas probable es que esta
diferencia radique en una menor afectaciéon sistémica de los pacientes con sepsis por virus
respiratorio, a costa de un fallo respiratorio profundo.Sin embargo, si comparamos la mediana
de los valores entre los pacientes ingresado en UCI por neumonia bacteriana y gripe HIN1
encontramos que no existe diferencias significativas, siendo valores muy similares: hierro 24
mg/dl vs. 54,5 mg/ dl, p>0,05; ferritina 549 ng/ ml vs. 304,750 p>0,05; transferrina 147
mg/dl vs. 207 p>0,05. Esto se debe a que la sepsis por el virus de la influenza A puede

presentar una clinica similar a la sepsis bateriana, con gran impacto sistémico, dado que la
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respuesta inmune a la gripe comparte muchas vias con la respuesta a la bacteriana. ~ Ademas
en tanto que la infeccidén por gripe favorece la infecciéon bacteriana secundaria, se aumenta 6
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veces la probabilidad de sufrir una sepsis bacteriana.

Comparando los valores entre el grupo total de gripes ingresadas en UCI y el grupo control no
ingrasado en UCI, existe s6lo una diferencia significativa en el valor de la ferritina: 247 ng/ ml
vs. 95,4 p<0,05. Sin embargo el hierro y transferrina aunque siguen la tendencia observada en
los pacientes ingresados en UCI, no es significativo: 43,5 mg/dl vs. 79 mg/ dl, p>0,05;
transferrina 196 mg/dl vs. 263 p>0,05. Si analizamos por subgrupos, llama la atencién la gran
diferencia de los valores de ferririna en los pacientes HIN1 respecto a H3N2 y B: 558 mg/dl
vs. 74,9 mg/dl y 64,3 mg/dl respectivamente. Esto denota la importancia en la fisiopatologia

de la sepsis por HIN1 de la ferritina y su papel inmunomodulatorio.

En el analisis por grupos de supervivcencia también observamos que la mediana de los valores

de ferritina en los pacientes fallecidos por neumonia por gripe es significativamente mayor que
en los supervivientes: 670 mg/dl vs. 143 mg/dl, p<0,05. Si analizamos por subgtupos, esta se
mantiene significativa y més profunda en los pacientes HIN1 (1922 mg/dl vs. 245 mg/d],
p<0,05), no asi en los virus B y H3N2. Son varios los autores que han estudiado el factor
pronoéstico de la ferritina. Uno de los primeros estudios que describié la alteraciéon en el
metabolismo del hierro y su relaciéon con el prondstico en pacientes criticos fue Bobbio-
Pallavicini'” que realiza un estudio prospectivo en 51 pacientes criticos postquirdrgicos, donde
se le realiza al ingreso y semanalmente una determinaciéon del metabolismo del hierro:
sideremia, ferritina, transferrina, Indice de saturacién de la transferrina (IST), Capacidad total
de fijacion del hierro (CTFH), hemoglobina y lactoferrina. Se determina también la GPT y
LDH para evaluar una posible citolisis de glébulos rojos, musculo o dafio hepatico. El 80% de
los pacientes fueron diagnosticados de sepsis en el postoperatorio. El grupo séptico presentd
una reduccién significativa de la transferrina y de la hemoglobina y un aumento significativo de
la ferritina, con un minimo efecto sobre el hierro sérico y los niveles de GPT y LDH. En los
pacientes supervivientes se observaron un aumento progresivo y significativo del hierro sérico,

transferrina, hemoglobina, e interesante también la LDH y GPT, y una disminucién en la
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ferritina; mientras que en los no supervivientes se agravan los niveles iniciales. Por otro lado se
encontr6 una significativa correlacién positiva entre los niveles iniciales (ferritina) y en el score

se gravedad SAPS.

Garcfa et al.'” realiza un estudio prospectivo observacional en pacientes pediatricos que
ingresan en UCI con el diagnéstico de sepsis severa o shock séptico. Se divide los pacientes en
tres grupos, aquellos con un ferritina menor a 200 ng/ml, entre 200 y 500 ng/ml y mas de 500
ng/dL. Se seleccionan dichos puntos de corte por considerar 200 ng/mlL como el limite alto
de la normalidad y 500 ng/dL por ser el nivel medio patogénico de ferritina en pacientes
criticos adultos en las series publicadas. Se realiza también el calculo del indice de ferritina, un
indice por rango de edad dado que los valores de normalidad varfan segin la edad pediatrica.
La ferritina por encima de 500 ng / ml tenfa una sensibilidad del 64% y 80% especificidad para
predecir la mortalidad, y se asocié con un RR 3.2 (1.3-7.9) de mortalidad (p = 0.01). Llama la
atencion la distribucion de mortalidad por grupos siendo del 24% en aquellos con ferritina

<200 ng/ml, 9% entre 200 y 500 ng/ml y del 58% en aquellos con una ferritina >500 ng/ml.
Probablemente en el primer grupo, una ferritina por debajo de 200 incluyan pacientes en los
que el efecto protector de la hiperferritinemia no se observa y se asocie a una mayor severidad
y a un peor pronodstico.En el caso de nuestra serie su relaciéon con la severidad y mortalidad
queda clara, tanto en el analisis de la curva ROC con una AUC de 0,848 con una sensibilidad
del 80% y especificidad del 83,5% para predecir la mortalidad, asi como el andlisis de la curva
de supetvicencia de Kaplan-Meier donde valores >830 ng/ ml mostraron un aumento
significativo de la mortalidad. En el analisis multivariante los niveles de ferritina al ingreso

también se mostraron predictores de mortalidad.

Por tanto, el hallazgo de una hiperferritinemia en el paciente critico no es inusual. Como
hemos avanzado en la introduccién, la inflamacién y la infeccién inducen el bloqueo de la
liberacién de hierro, lo que resulta en una disminucién del hierro sérico, un factor de virulencia
para muchos microorganismos. Los niveles elevados de ferritina sérica se han considerado una
proteina reactante de fase aguda, como respuesta refleja del organismo para privar a los

microorganismos del hierro sérico. Sin embargo, hay una creciente evidencia de que la ferritina
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tiene un papel activo en la modulacién de la inmunidad e inflamacién. Entrafia una respuesta
fisiologica y beneficiosa para el paciente, pero que en determinadas ocasiones puede reflejar un
respuesta inflamatoria excesiva que contribuye a la severidad de la sepsis y por tanto en su

fisiopatologfa.
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6.3. INMUNIDAD E INFLAMACION

Las neumonias ingresadas en la UCI muestran unos parametros inmunitarios diferentes segun
el tipo de microorganismo, asi los pacientes con neumonia de origen bacteriana presentan una
mayor leucocitosis a expensas de PMN y monocitos. Los microorganismos como las bacterias
inician una respuesta inflamatoria que comienza al ser encontradas por CPA que inducen una
liberacién de citocinas y un aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos, permitiendo
que los liquidos y proteinas pasen al interior de los tejidos. También producen quimicionas que
dirigen la migracién de los neutréfilos, siendo las primeras células que penetran, seguidos de
los macréfagos.”” Por tanto, la leucocitosis observada en las neumonias bacterianas se debe, en
la mayoria de los casos, a porcentajes elevados de células de la serie granulocitica. Por otro
lado, los fagocitos son la principal respuesta inmune protectora frente a bacterias (sobre todo
intracelulares), ya que su reclutamiento y activacion a través de ligando de CD40 e IFGgamma
es parte fundamental de la respuesta celular innata durante los primeros momentos de la
infeccién. Los productos de estos microorganismos son reconocidos por los TLR y las
proteinas citoplasmaticas de la familia de receptores similares a NOD (NLR), lo que da lugar a
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la activacion de las células fagociticas.

Un resultado interesante es el aumento de lo valores de células NK CD56+ en el grupo de las
neumonias bacterianas, tanto relativo (14,4 vs. 9,9; p=0,019) como absoluto (125,5 vs. 72,23,
p=0,04). La respuesta innata frente a las bacterias intracelulares estd mediada no solo por
fagocitos, también por células citotdxicas: las células NK. Las bacterias activan los linfocitos
NK estimulando la expresion de ligandos activadores de las NK en las células infectadas, y la
sintesis en macréfagos y células dendriticas de IL12 y IL15, inductoras de las NK. EL
IFNgamma derivados de las NK incrementa la capacidad de los macréfagos de eliminar

microorganismos, de forma similar al producido por los linfocitos T. Asi se puede controlar la
infeccién en dfas o meses y dar tiempo de que se desarrolle la inmunidad mediada por
linfocitos T. Por tanto, las NK proporcionan una defensa inicial frente a estos
microorganismos, antes de que se desarrolle la inmunidad adaptativa. Pero la inmunidad innata

es incapaz de erradicar estas infecciones sin la contribuciéon de la inmunidad adaptativa. El
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hecho de que las NK esté disminuido en el grupo de gripes ingresadas en UCI puede
indicarnos un fallo en la respuesta innata inmediata de estos pacientes para controlar la
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infecciéon por el virus.

En el caso de que las bacterias escapen de los fagosomas, o los antigenos bacterianos se
transporten desde el fagosoma al citosol de la célula huésped, la células es eliminada por los
linfocitos TCD8+ citotéxicos . En nuestros resultados, dentro de las poblaciones linfocitarias,
el ratio de linfocitos TCD4/CD8 estd mas disminuido en infecciones bacterianas, aunque no
alcanza la significacién estadistica. Ello puede deberse a un aumento de células citoliticas
TCD8+, que eliminarian las células infectadas. En los pacientes con neumonia grave por gripe
se observé también un aumento en los linfocitos T doble negativos (CD4-/CD8-) comparado
con las neumonias graves de etiologia bacteriana (1,6 vs 0,4; p<0,01)."** En las
subpoblaciones linfocitarias, ademas, se encontré un aumento del porcentaje de los linfocitos
B CD19+ en el grupo de las gripes (10,6 vs.16,8; p<0,01). Estas células son claves en la
respuesta adaptativa, al sintetizar los anticuerpos especificos frente al microorganismo invasor.
En las determinaciones de inmunoglobulinas se observa un aumento significativo de los
niveles de IgG e IgM en las neumonias por gripe respecto a las neumonias de etiologia
bacteriana. Este aumento se reproduce en el grupo de neumonia de etiologia por otros virus
distintos a los de la gripe. La respuesta por anticuerpos frente a virus es de alta afinidad, siendo
eficaces solo durante el estadio extracelular de la vida de estos microorganismos. Los
anticuerpos desarrollaran su actividad mediante activaciéon del complemento (promoviendo la
fagocitosis y lisis directa del virus con envoltura lipidica), neutralizacién del microorganismo y
opsonizacién y fagocitosis de los mismos. La IgM, al ser pentamérica es clave en la
neutralizaciéon de virus. Los anticuerpos secretados, especialmente los de isotipo IgA, son
importantes para neutralizar virus dentro de las vias respiratorias, no siendo significativos en
nuestra muestra. Aqui nos encontramos el problema de no saber si el aumento en la
producciéon de anticuerpos es especifica frente a nuestro microorganismo o es una
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proliferacién policlonal de células B, secundaria a la respuesta adaptativa.” ™"
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En nuestro estudio demostramos que hay una diferencia en la respuesta inmunitaria entre los
pacientes que desarrollan una enfermedad grave y requiere ingreso e la UCI, y aquellos que

sufren una enfermedad menos grave.

Los pacientes ingresados en la UCI con neumonia por influenza presentaron una mayor cifra
de leucocitos y neutréfilos, aunque no estadisticamente significativa. Sin embargo si es menor
en los pacientes ingresados en la UCI las cifras de linfocitos (741 vs. 1.342; p<0,01) y de
monocitos (484 vs.580; p= 0,013). La linfopenia ha demostrado ser una factor asociado a mal
prondstico.””” Los mecanismos que contribuyen a la linfopenia incluyen reduccién produccioén
de linfocitos, aumento de la apoptosis o necrosis, y / o el atrapamiento de linfocitos en el lugar
de la infeccién. Los factores predisponentes no han sido completamente aclarados y no se sabe
si la linfopenia contribuye a la gravedad o es una consecuencia. La linfopenia se ha asociado
con la gravedad de la infeccién, y su intensidad varfa en funcién de la virulecia de la cepa,
siendo mas profunda en infecciones por HIN1 y H5N1 que en otras como la H3N2. También
se puede observar una linfopenia transitoria en casos de influenza leve, reflejando pérdida de
células T de la sangre a medida que migran hacia los nédulos linfaticos. La deplecién de
linfocitos puede corresponder tanto a TCD4+ y TCD8+, pero patrece ser mas profunda en la
subpoblacién TCD4+, invirtiendo la relacion CD4/CDS.

Se ha sugerido que el agotamiento selectivo y deterioro de la diferenciacion del subconjunto de
células TCD4+ estd asociado con una infeccion HIN1 més grave.”” Parece que hay una
relacién inversa entre la replicacén del virus y contaje de TCD4+, por lo que en casos de alta
replicacién encontramos bajo conteo, por activacidn-apoptosis o marginalizacién, ademas
como ocurre en infecciones por VIH, la capacidad expansion tras la activacion de TCD8+ es
mayor que TCD4+. Se hipotetiza que la deplecion de TCD8+ es compensada por su
activaciéon y proliferaciéon durante la infeccién. Esto indica que el mecanismo la linfopenia
subyacente puede afectar a ambos subconjuntos de células T pero a las pérdidas en el

subconjunto TCD8+ puede compensarse por su activacién y proliferacién.™”
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En nuestra serie, el estudio de las subpoblaciones linfocitarias muestra una disminucién de los
linfocitos TCD3+, TCD4+ y TCD8+, y un porcentaje mayor de B CD19+ en los pacientes
ingresados en UCI, tanto en el grupo total como en el subgrupo HINT. La relacién CD4/CD8
es mayor y por tanto el porcentaje de células TCD8+ es menor en los casos graves con ingreso
en UCI que en los no ingresados en UCI. Esto contrasta con los datos hallados en la literatura,
donde una menor relacion CD4/CD8 se relaciona con la severidad’ Sin embargo
consideramos que este dato no es incongruente, ya que como explicamos previamente, la
eliminacién de los virus que reside dentro de las células estd mediado por linfocitos C
citotoxicos, que eliminan a las células infectadas. La predisposicion a sufrir tales infecciones
aumenta en pacientes o animales que carecen de linfocitos T (inmunodeficiencia celular T).
Los linfocitos TCD8+ proliferan de forma masiva durante la infeccién virica. Que el cociente
CD4/CDS8 se mantenga elevado en las gripes de ingteso en UCI puede mostrarnos una falta de
respuesta TCD8+ en estos pacientes, con la consiguiente deficiencia en la eliminacién de
células infectadas. Por tanto, estos hallazgos, unidos a un mayor porcentaje de B CD19+ y
mayores concentraciones de IgA e IgM en los pacientes mas graves, pueden sugerir que
aunque haya un buen aclaramiento de virus extracelulares, éstos siguen presentes en el
paciente, junto con una deficiente respuesta inmune celular adaptativa para eliminar células

infectadas.

Un hallazgo que concuerda con otros trabajos es el menor numero de células NK CD56+ en
pacientes ingresados en la UCI por neumonia tanto en el grupo total de gripes (72 vs. 138;
p<0,01) como en el subgrupo HINT1 (56,4 vs. 113,1; p<0.01). Las células NK juegan un papel
vital en el control inicial de la replicacién del virus de la gripe y su agotamiento conduce a
aumento de la morbilidad y la mortalidad en modelos animales.”! Por otro lado, las NK
también pueden ser infectadas directamente por el virus de la influenza y posteriormente

eliminadas por apopotosis, contribuyendo a su deplecion.

La expresion de HLA-DR en monocitos (CD14+) parece jugar un papel importante en la
respuesta inmune dispar en los pacietes graves, mostrando una disminucioén de su expresion al
ingreso en los pacientes ingresados en UCI (2198 MFI vs. 7118, p<0,01). La expresion

disminuida de HLA-DR en monocitos circulantes es marcador de inmunosupresiéon en
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pacientes criticos, predictor de efectos adversos y de sepsis.”**'*Varios estudios han revelado
que la baja expresion de HLA- DR en monocitos estan relacionados con un estado de
inmunosupresion, con una capacidad reducida de presentacion de antigeno. En la gripe esto
tiene gran relevancia ya que la respuesta de las células T a las moléculas HA estan restringidas
por moléculas HLLA-DR, por lo que puede condicionar una respuesta inmune ineficaz y estar
asociado a un mal pronéstico.Si bien la linfopenia es un halazgo descrito en muchos estudios,
pocos han estudiado la expresion de HLA-DR en monocitos. Diao et al. realiza un estudio
sobre el estado inmunitario en pacientes con infecciéon confirmada por H7N9. Encontraron
que la linfopenia era un fenémeno compartido por los casos leves y graves, pero que en los
casos graves exisitia una marcada reduccién de la expresion de HLA-DR en monocitos,

. , . - . sz 215
correlacionandose negativamente con la severidad de la infeccion.

En nuestro estudio, el subgrupo de neumonias por la cepa N1H1 no muestra diferencia en las
cifras de leucocitos ni granulocitos entre los grupos de gravedad. Sin embargo, si hay
diferencias significativas en las cifras de linfocitos y monocitos de la misma forma que en el
grupo total de gripes, siendo muy significativa la diferencia de expresion de HLA-DR (en
células CD14+) que fue de 1408 MFI en los pacientes ingresados en la UCI y de 7854,5 MFI
en el CG (p < 0,01).En los pacientes afectados por la cepa H3N2, con un porcentaje
importante de comorbilidad y/o confeccion se observa un aumento de las cifras de leucocitos,
granulocitos y linfocitos. Respecto a la expresion de HLA-DR (en células CD14+) fue mayor
en los pacientes ingresados en la UCI (2615 vs. 5351; p=0,04). Los pacientes infectados con
cepa B también muestra aumento de la cifra de leucocitos y granulocitos y en las
subpoblaciones de los B CD19+ de forma significativa con aumento no significativo de la

IgM.

Con respecto a los grupos de supervivencia tanto en el grupo total como en el subgrupo HINT1
se mantiene la tendencia observada entre el grupo grave ingresado en UCI y el grupo control:
valores significativamente menores de linfocitos y monocitos, células NK CD56+, y de la
expresion HDL-DR en monocitos en el grupo de no supervivientes. Por otro lado los

fallecidos mostraron un mayor porcentaje de B CD19+ y mayores niveles de IgA e IgM. Estos
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resultados, al igual que en el caso anterior, nos confirmarfan una mala respuesta celular y una

presencia mantenida de virus en estadio extracelular .

Hemos comparado ademas el comportamiento de los parametros de inmunidad y otros
biomarcadores, en diferentes grupos segun edad, IMC, estado de inmunodepresiéon y
coinfeccién al ingreso con el objetivo de constatar tendencias diferentes en los distintos
valores. Los pacientes mayores de 65 afios tienen mayor riesgo de complicaciones graves por
la gripe. Son varios los factores que pueden aumentar la susceptibilidad como una
dosminucién de la respuesta a vacunas, desnutriciéon, comorbilidades, alteracion de piel y
mucosas entre otros. A nivel inmunitario existe ademds un fenémeno denominado
inmunosenescencia, que si bien afecta a la inmunidad innata y adquirida, es fundamentalmente
esta ultima la que mas se ve afectada. Es importante recordar que a menudo las infecciones son
oligosintomaticas, con fiebre escasa, lo que puede ser reflejo de la incapacidad de producir una
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respuesta inflamatoria citoquino mediada apropiada.””

En nuestra serie, los paciente mayores
de 65 afios muestran una mayor leucocitosis a expensas de PMN, sin aumento de PCT ni PCR,
y una marcada disminucién de la ferritina respecto a los menores de 65 afos, lo que refuerza la
idea de una respuesta citoquino-mediada deficiente. Sin mebargo, no existen diferencias
significativas en los linfocitos. La alteracién en las poblaciones linfocitarias son clave en la

inmunosenescencia, pero al ser una alteracion habitual en los pacientes graves por gripe no

podemos saber si en este grupo es por la infeccion per se, o agravada por la inmunosenescencia.

La inmunodepresion en un factor de riesgo para la severidad en la influenza, motivo por el cual
es una indicacién anual para la vacunaciéon. En nuestra serie, su mortalidad no es mayor
comprarado con el grupo total. Ademas comparando los parametros inmunitarios y otros
biomarcadores no se encuentran diferencias significativas. ILa obesidad parece que puede
producir una respuesta ineficaz por secrecion inapropiada de moléculas inmunomoduladoras

como adiponectina y leptinas, sin embargo en los parametros estudiados no se han hallado
diferencias significativas. Finalmente, si comparamos aquellos pacientes con coinfeccion al

ingreso, observamos un mayor aumento de marcadores de infeccién bacteriana: leucocitosis a
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expensas de PMN, mayor valor de PCR y PCT. Un dato importante que desconocemos, sobre

todo en el grupo de inmunodeprimidos y mayores de 65 afios, es su tasa de vacunacion.
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6.4. INMUNOFENOTIPOS PREDICTORES DE SEVERIDAD EN
LA GRIPE A HIN1

Como hemos descrito en el apartado de Material y Métodos, Giamarellos-Bourboulis et al,
proponen que los pacientes con sepsis pueden clasificarse en tres patrones: sindrome de
activacion del macréfago, caracterizado por una hiperferritinemia, inmunoparalisis
caracterizada por una baja expresion de HLA-DR en monocitos en ausencia de una ferritina
elevada y un estado intermedio sin una severa disfuncién inmune. Teniendo en cuenta en
nuestra serie la gran repercusion en el prondstico y mortalidad tanto de la ferritina como de la
HILA-DR hemos encontrado muy acertado este modelo para observar el comportamiento de
otros componentes de la inmunidad e inflamacién que nos permita caracterizar la

inmunodisfunciéon en los distintos grupos de pacientes.

Los puntos de corte obtenidos son: Ferritina 350 ng/ml y HLA-DR 4500 MFI. Estos
corresponden a los valores de la mediana de los pacientes ingresados en UCI con una MR-
proADM de 1,2 nmol/L. Este valor corresponde al punto de corte para la mortalidad. Esto
resulta muy interesante porque nos permite relacionar la inmunodisfuncién con el grado de
fallo organico reflejado por el nivel de MR-pro ADM. Ademas coinciden con los puntos de

corte de ambos para la predicciéon de severidad en el analisis de la curva ROC.

El grupo 1, denominado normal, no muestra alteraciones acusadas en las subpoblaciones
linfocitarias importantes, siendo la gran mayoria (93%) pacientes no ingresados en la UCI con

un 100% de supervivenica.

El grupo 2 o hiperinflamado, es el que a priori identificariamos como en el extremo
proinflamatorio, y por ende con peor prondstico. Sin embargo, observamos una tasa de
ingreso en UCI aunque mayor que en el grupo 1, muy inferior a los grupos 3 y 4 y de nuevo sin
producirse ninguna defuncién. Las alteraciones inmunitarias observadas son linfopenia, tanto
de BCD19, TCD4 y TCDS8 aunque mas pronunciada en la subpoblacion CD8, y disminucién
marcada de NK. Se observa una hiperferritinemia con una mediana de 907 ng/ml. Destaca

también una mayor concentracion de inmunoglobulinas. Estos hallazgos nos podrian indicar

131



que pese al desequilibrio inicial, quiza por una mayor carga viral, que condiciona el ingreso

hospitalario, existe una vuelta a la homeostasis inmunitaria.

El grupo 3 o denominado inmunodeprimido, se caracteriza por una linfopenia, sobre todo de
TCD4 y TCDS8 con una inversion de la relacién CD4/CD8 y una expresion de HLA-DR muy
disminuida en monocitos. Destaca la alta tasa de ingreso en UCI (81,8%), asi como un 18,8%
de mortalidad. El valor de la MR-proADM duplica a los del grupo 1 y 2. Destaca en ausencia
de hiperferritinemia, mayores concentraciones de IL-6 y PCR que en el resto de subgrupos. Se
trata por tanto de pacientes con marcada inmunodisfuncién en un entorno inflamatorio
caracterizada por una secrecion inadecuada de ferritina, bajos niveles de linfocitos y baja
expresion HLA-DR en monocitos. Estos datos concuerdan con los hallados el estudio de
Garcia et al, apoyando que la hiperferritinemia puede formar parte de una respuesta inmune
competente, y que tanto su exceso como déficit se relacionen con el mal prondstico en estos

pacientes.

El grupo 4 o mixto, obsrevamos fendmenos compartidos entre los grupos 2 y 3, con una gran
repercusion pronostica: 92,3% de ingreso en UCI y 38,5% de mortalidad. El valor de la
mediana de MR-proADM es el més alto respecto al resto: 1,3 nmol/L. Es probable que el
mecanismo fisiopatolégico de la inmunodisfuncién en este grupo se asemeje al sindrome
hemofagocitico asociado a virus, acompanado de una respuesta antiinflamatoria concomitante
y proporcional que condiciona, en nuestro grupo una disminucién marcada de HLA-DR en
monocitos. Se ha observado en nifios con infecciones graves por influenza una alta correlacion
entre la IL-6 y 10, pudiendo la IL6 inducir la produccién de I1.-10, y suponer la evolucién de
la enfermedad, aunque se desconocen los mecanismos subyacentes.”

Por otro lado, la IL-10 parece que media, al menos parcialmente, la baja expresiéon de HLA-
DR mediante la re-endocitosis en monocitos y posterior secuestro intracelular de moléculas

MHCIT.*®

En el sindrome hemofagocitico primario, alteraciones geneticas granzimas y perforinas de NK

y linfocitos T hace que elestimulo inmuno-activador para la eliminacién células infectadas se
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perpetie. La regulaciéon negativa fisiologica, denominada muerte celular inducida por
activacion, es fundamental para el control de la respuesta inmune. La incapacidad de eliminar
el estimulo antigénico resulta en una respuesta inmune persistente y amplificada, con una alta
liberacién de citoquinas por las células inmunes activadas que dan como resultado altos niveles
de activaciéon de macréfagos con hemofagocitosis resultante, dafio tisular e insuficiencia
organica. En el sindrome hemofagocitico secundario, se han descrito diferente patrones de
activaciéon de linfocitos por el cual persiste el estimulo inmuno activador.””En el caso de la
influenza se postula que un aclaramiento prolongado de la infeccién por el virus de la influenza
puede conducir en pacientes susceptibles eldesarrollo de una hemofagocitosis pulmonar inicial

seguida de una manifestacion sistémica secundaria.

Cabe destacar que en aquellos grupos con HLA-DR bajo, G3 y 4, el grado de fallo organico
marcado por la MR-proADM se encuentra mis elevado (G3: 10,9 nmol/1, G4: 1,3 nmol/1), lo
que nos hace pensar en su relaciéon con la fisiopatologia del fallo organico en estos pacientes,

tal como muestra su correlacion negativa y estadisticamente significativa.

La linfopenia observada de forma general en los distintos inmunofenotipos puede ser debido a
la migraciéon celular desde la circulacién al tracto respiratorio, por supresion de la
hematopoyesis, o por muerte celular por necrosis o apopotosis. La apoptosis puede ser
inducida por el huésped para eliminar los linfocitos infectados o mantener la homeostasis del
sistema inmune, pero también puede formar parte de la interaccion virus-linfocito mediante la
estimulacién inducida por citocinas, induccién viral del ligando Fas u otras interacciones

célula-virus.»

De esta forma, la linfopenia puede ser reflejo de una respuesta inmune competente (grupos 1
y 2), o dependiendo del mecanismo, estadio celular del virus y de la especificidad de la

poblacién de linfocitos involucrada, representar un defecto en la respuesta inmune (grupo 3 y

4),
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6.5. COMPARACION DEL ESTADO DE DISFUNCION INMUNE
DE LOS PACIENTES CON NEUMONIA POR GRIPE N1H1 Y
SARS-COV-2

La respuesta inmune de los pacientes tanto con gripeA N1H1 como por SARS-CoV-2 juega
un papel primordial tanto en la patogénesis de la infermedad como como en la evoucion
clinica.”**

Encontramos hallazgos similares de parametros inmunes entre el grupo de pacientes con
influenza A HIN1pdm ingresada en la UCI y los pacientes con SARS por Covid-19 ingresados
asf mismo en la UCI: descenso de los linfocitos CD4+ y CD8+; descenso de las células NK
CD56+ y de la expresion de HLA DR CD14 de los monocitos.

También algunas diferencias: menor recuento de células linfocitos CD3+ CD4+ y CD8 +;
niveles significativamente mayores (p <0.05) de + CD19% (15,7% vs 9.8%) y de los niveles de
IgM (160 vs 72 mgs / dl).

La activacién de las celulas mieloides es fundamental para la defensa inmune frente a los

patégenos infecciosos.”” Estas células son la piedra angular de la inmunidade innata y
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contribuyen de forma esencial en la respuesta adaptativa.™

Los PMN aumentan en los pacientes mas graves y pueden significar mala evolucion
clinica.””** Los Monocitos, al igual que basofilos y eosinofilos, se han comunicado cifras y
porcentajes inferior a la normalidad, sobre todo en los pacientes con mala evolucién.”” Las
cifras de linfocitos son bajas en ambos grupos. En estudios realizados previamente las cifras de
linfocitos es un indicador de gravedad de los pacientes con SARS-COV2 a expensas de la
reduccién tanto de los CD4+ como de los CD8+." Aunque puede ser un biomarcador de
gravedad también se han encontrado en pacientes menos graves. La linfopenia relativa de los
casos menos graves son menos pronunciadas que en los més graves.”"*” No solo se describen
disminucién de las cifras de linfocitos sino también disfuncion y agotamiento de estos y de sus

subpoblaciones con importante grado de apostosis.””’
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Los niveles de citoquinas estan aumentadas sobretodo las inflamatorias (IL1, IL2, IL6, IL7,
IL8 e IL10) asi como factores estimulantes de colonias de granulocito, macrégagos y
monocitos. Sobre todo las IL6 e IL10 son las mas representativas de la descrita como tormenta

de citoquinas descretas en los pacientes graves con SARS Cov-2.7*

Tanto en los pacientes con Covid-19 como en los pacientes con influenza A HIN1pdm existe
una disfuncién inmune que empeora con la gravedad de la enfermedad, con una marcada
disfuncién de los linfocitos T CD4+ y CD8+, NK CD56+ y monocitos manifestados por el
baja expresion de HLA-DR CD14+. Al mismo tiempo, existe un importante estado

proinflamatorio expresado por los altos niveles de IL6, PCR y ferritina.
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6.6. LIMITACIONES

Este estudio tiene varias limitaciones, siendo la principal, el pequefio tamafio de la muestra .
Sin embargo, el poder estadistico fue suficiente para probar la hipétesis inicial, es decir, la
utilidad de los valores iniciales de MR proADM para predecir el ingreso y la mortalidad en
cuidados intensivos. En cualquier caso, se debe evaluar un grupo de validacién en el futuro.
Por otro lado, las variables han sido determinadas sélo al ingreso, por lo que se requieren mas
estudios con la determinacién evolutiva de los parametros para conocer su comportamiento.
Finalmente no se han registrado los pacientes vacunados por gtipe y/ o otros

microorganismos, factores que han podido reducir la severidad de la patologia, y que pudieran

actuar como un factor confusor en los resultados obtenidos.

La validez externa de los datos del estudio, realizado en cinco hospitales, debe ser testada. Si
son validados, la determinaciéon de MR-proADM puede ser un candidato para su

incorporacion en los protocolos en Urgencias para decidir el ingreso precoz en UCL.

Nuestros resultados pueden tener implicaciones para la practica clinica y la investigacion. Los
niveles de MR-proADM pueden proporcionar una nueva via rapida y directa para mejorar la
precision del prondstico de los pacientes con neumonia por gripe. Esto es particularmente
importante en pacientes que presentan unicamente insuficiencia organica respiratoria y en los
que es dificil predecir la evolucion clinica. Por otro lado, dado que la respuesta inmunitaria es
crucial en la evolucion de estos pacientes, determinar su estado inmune también permitird no
solo estratificar la gravedad de los pacientes sino disefiar la estrategia de tratamiento mas

adecuada y asi reducir la mortalidad en la UCI.
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7. CONCLUSIONES

El presente trabajo ha estudiado en tres aspectos la utilidad de los biomarcadores pronésticos

en los pacientes con neumonia por influenza: a) la deteccién precoz de la gravedad del fallo

organico pulmonar, b) la intensidad de la respuesta sistémica inflamatoria inducida por el

germen de la influenza y c) la integridad de la funcién inmune del huésped.

Concluimos que:

1.

Los niveles iniciales plasmaticos de MR-proADM, PCR y PCT son efectivos para
determinar el resultado desfavorable, el riesgo de ingreso en la UCI y la mortalidad en
pacientes con neumonia por el virus de la influenza, siendo la MR-proADM la que

presenta un mayor poder de prediccién tanto de gravedad como de mortalidad

La alteraciéon precoz de la inmunidad condiciona el prondstico y la supervivencia de los
pacientes con neumonia por influenza. Tanto para la gravedad como para la mortalidad
se observa un patrén de disfuncién inmune con descenso de los linfocitos T +CD4 y
T +CD8 y NK, descenso del nimero de monocitos y disminucioén de su expresion de
HLA-DR. A la vez, se observa que el aumento de los linfocitos B +CD19 y el

aumento de los niveles de IgM se relacionan con un mal pronéstico.

Los niveles de Ferritina al ingreso en la UCI nos ayudan a determinar la evolucién
desfavorable de los pacientes sépticos con neumonia debido a virus de la gripe A

N1HI.

En los pacientes con gripe A HIN1 se muestra la  dualidad
hiperinflamacion/disfuncién inmune como el binomio que condiciona el dafio
pulmonar y predice el mal pronéstico: un estado de disfunciéon inmune expresado por
la disminucioén de los linfocitos T, NK, y disminucion y disfuncién de los monocitos y
sobre todo si se afiade la hiperinflamacién condiciona un aumento importante de la

mortalidad.
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5. En pacientes con SARS-CoV-2, existe una alteraciéon patente en la inmunidad que
empeora con la gravedad de la enfermedad, similar a lo que sucede en la neumonia
grave por Influenza A N1H1. Los pacientes Covid-19 diferfan de la influenza A N1H1
hospitalizada en un estado proinflamatorio mas alto expresado por los altos niveles de
IL6 y ferritina. Ambos componentes influyen en la gravedad y la pobre evolucion de

los pacientes.
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8. PERSPECTIVAS DE FUTURO

La creaciéon de un panel de biomarcadores que permita el diagnostico y prondstico precoz de la
gravedad de los pacientes con sepsis y la optimizacion del tratamiento para reducir su morbi-

mortalidad contintan siendo un objetivo importante en la investigacioén en la sepsis.

La Medicina Personalizada de Precision (MPP) incluye estrategias de prevencion, diagnostico y
tratamiento que permiten una mayor adaptaciéon del tratamiento a las caracteristicas
individuales de cada paciente. La respuesta inmune en el paciente séptico se ha demostrado
clave en el desarrollo de la enfermedad. El conocimiento profundo de estas alteraciones y de
su variabilidad interpersonal abre un campo en el marco de la MPP que podria ayudar a
mejorar la morbi-mortalidad. De esta forma, cada persona tiene un genotipo y una interaccion
especifica ambiental que hard unica su respuesta ante el agente infeccioso. Abordajes
terapéuticos, como una re-programaciéon de la respuesta inmune para reestablecer la
homeostasis de los pacientes sépticos resulta un abordaje prometedor para la reducciéon de la

morbi-mortalidad de estos pacientes.

El trabajo presentado presenta potenciales vias de investigacion, y cambios en la practica
clinica habitual. El uso rutinario de la MR-proADM puede mejorar la estratificaciéon en
Urgencias de los pacientes con infecciéon por influenza. La valoracién precoz de lesion
pulmonar con mal prondstico mediante los niveles altos de MR- proADM puede representar
un importante beneficio al ingresar de forma precoz a estos pacientes en la UCI o por lo
menos no dar el alta y posteriormente producirse un nuevo ingreso en situaciéon limite

precisando intubacién urgente incluso en la sala de Urgencias.

La inclusiéon del metabolismo del hierro supone un intento de dilucidar mecanismos en la
fisiopatologia del proceso inflamatorio de este virus de la gripe A N1H1 que junto con Covid-
2 presentan un proceso hiper inflamatorio excesivo y cuya magnitud se relaciona con la mala

evolucion. El conocimiento de estas y otras vias metabolicas, hormonales e inflamatorias dar
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sentido en un futuro a tratamientos biolégicos personalizados eficaces en estos pacientes.

Conocer el estado inmunitario, un estudio basico al alcance de los clinicos, nos puede orientar
sobre el tipo de inmunodisfuncién brindandonos la oportunidad de disefar estrategias
terapéuticas personalizados para recuperar la homesotasis inmunitaria. Por ejemplo, la
susceptibilidad a la sobreinfeccién asociada al estado de inmunosupresién al inicio o durante la
evolucién de la enfermedad séptica originada por los virus empeorarda notablemente el
pronoéstico, con aumento de la mortalidad. En este caso se debe extremar las medidas de
higiene, proteccion, aislamiento y monitorizar estrechamente la presencia de infecciones por
bacterias, hongos u otros virus mediante biomarcadores, serologfa y cultivos, y suprimir las

técnicas invasivas prescindibles.

Los pacientes sépticos en general y especialmente las infecciones por gripe A N1Hly por
COVID-19 han presentado importantes desafios para los laboratorios clinicos, desde el
diagnostico inicial hasta el seguimiento y el tratamiento del paciente. Muchos especialistas de
laboratorio, técnicos y auxiliares estan incansablemente al frente de la batalla contra estas
enfermedades. Esto estd sucediendo en los laboratorios de los hospitales espafioles y en los

laboratorios clinicos de todo el mundo.

Durante estas crisis, las determinaciones de laboratorio clinico son imprensindibles en la lucha
global contra estas pandemias sin precedentes a través del diagnostico rapido de infeccion viral,
monitorizacién serolégico de las poblaciones afectadas y bioquimico de pacientes

hospitalizados mas grave, siendo un impulsor clave de la prestacién de atencion médica al

proporcionar datos objetivos a los médicos y otros trabajadores de la salud para guiar la toma
de decisiones clinicas adecuadas, proporcionando a los profesionales de la salud los datos
basados en la evidencia necesarios para brindar una atencién segura, eficaz y de alta calidad a

los pacientes.
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10. ANEXOS

10.1. Declaracion STROBE

CHECK LIST para estudios Observacionales

Punto Localizacion
Titulo y resumen 1 1-4
Introduccion
Contexto / fundamentos 2 5-44
Objetivos 3 45
Métodos
Disefio del estudio 4 46
Contexto 5 46
Participantes 6 46
Variables 7 47-49
Fuentes de datos/medidas 8 49-50
Sesgos 9 50
Tamano muestral 10 47
Variables cuantitativas 11 48-49
Meétodos estadisticos 12 51-52
Resultados
Participantes 13 53
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Datos descriptivos 14 53-62
Datos dielsjlézgéables de 15 63- 110
Resultados principales 16 63-104
Otros andlisis 17 105-110
Discusion
Resultados claves 18 116-129
Limitaciones 19 136
Interpretacion 20 136
Generabilidad 21 136
Otra informacion
Financiacion 22 196
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10.5. FINANCIACION Y RECURSOS

Se ha dispuesto de un KRIPTOR financiado con una beca FIS04/0836 y personal entrenado,
financiado por CIBERES (CB06/06/036) y VHIR en el Laboratorio de Sepsis e Infeccion
Respiratoria del grupo CRIPS del VHIR (jefe de Grupo: Dr. Rello). Se ha obtenido la
financiacién para material fungible del PCI neumonia del nodo 18 CIBERES y del presupuesto
del fondo propio Grupo del VHIR, reconocido como Grupo Consolidado SGR
(2017/SGR1671).
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