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RESUMEN

La gripe y la COVID-19, enfermedades infecciosas causadas por los virus respiratorios influenza
y SARS-CoV-2, son un problema mayor de salud publica a nivel mundial ya que han sido
responsables de pandemias catastroficas para la humanidad a lo largo de la historia y conllevan
una gran morbimortalidad, especialmente en aquellos pacientes que ingresan en la unidad de
cuidados intensivos (UCI) con neumonia viral. A pesar de los avances para su deteccion precoz,
medidas preventivas como la vacunacion y mejoras en el tratamiento de soporte, sus tasas de
fatalidad siguen siendo inaceptablemente elevadas. Por ello, es imperativo determinar qué
terapias pueden mejorar el pronostico de los pacientes que sufren dichas enfermedades en sus

formas mas severas.

En acorde con dichas premisas, se ha propuesto la justificacion de la presente tesis doctoral, con
el fin de identificar estrategias de tratamiento que puedan impactar en la mortalidad de los
pacientes criticos con gripe grave y COVID-19. La investigacion se ha centrado en estudiar la
efectividad del tratamiento antiviral con oseltamivir en los pacientes con gripe grave, asi como
en evaluar el impacto en la mortalidad en UCI del tratamiento coadyuvante con corticosteroides

en pacientes con neumonia por gripe y COVID-19.

La investigacion se respalda con la evidencia cientifica arrojada por cuatro articulos publicados
en revistas cientificas de interés en el ambito de la medicina intensiva. Los datos obtenidos
prospectivamente para la realizacion de los estudios han procedido de dos fuentes distintas. La
primera, del registro espafiol de gripe grave y, la segunda de la base de datos del registro espafiol
de pacientes criticos con COVID-19, ambos promovidos por los grupos de trabajo respectivos de
la Sociedad Espafiola de Medicina Intensiva Critica y de Unidades Coronarias (SEMICYUC).
Los dos registros, de caracter epidemioldgico, han permitido la culminacion de los cuatro
proyectos observacionales multicéntricos a nivel nacional. La metodologia llevada a cabo de cada
estudio fue rigurosa, con el fin de tratar de controlar y disminuir los diferentes sesgos derivados

de la naturaleza observacional de la investigacion.

Los principales resultados revelaron que el tratamiento con oseltamivir reduce la mortalidad en
UCI de los pacientes con gripe grave, siendo especialmente beneficioso si se administra de forma
precoz. En contraposicion, el tratamiento coadyuvante con corticosteroides incrementd la
mortalidad en los pacientes con neumonia por gripe. Respecto a la COVID-19, el tratamiento con

corticosteroides se asocio con un efecto tiempo-dependiente en la supervivencia, con beneficio
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inicial, mientras que su administracion resultoé desfavorable a largo plazo. Asimismo, el efecto de
los corticosteroides en la mortalidad varié en funcion de ciertos subgrupos o fenotipos clinicos,
lo que genera nuevas hipotesis y plantea la posibilidad de que la efectividad del tratamiento podria

depender de su respuesta inmunologica individual por la infeccion viral.

Dentro de este marco, nuestros hallazgos abogan por promover futuras lineas de investigacion
clinica encaminadas a una medicina personalizada de mayor precision en la COVID-19, dirigidas
a la identificacion de conjuntos de pacientes que puedan obtener claros beneficios clinicos
derivados del tratamiento con corticosteroides sin que se asocien, posteriormente, con resultados

desfavorables.
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SUMMARY

Flu and COVID-19, infectious diseases caused by influenza and SARS-CoV-2 respiratory virus,
are a major public health problem worldwide due to their capacity of developing catastrophic
pandemics for humanity thorough history leading to significant morbimortality, especially in
those patients who need intensive care unit (ICU) admission due to viral pneumonia. Despite the
advances for early diagnosis, preventive measures with vaccination and improvements in
supportive care, the case fatality rates are unacceptably high. Therefore, it is imperative to
determine which therapies can improve outcomes among patients who suffer these diseases in

their most severe scene.

In accordance with the aforementioned premises, the current doctoral thesis is warranted in order
to identify which medical treatment strategies may impact on ICU mortality in critically ill
patients with severe influenza and COVID-19. The research has focused on assessing the
effectiveness of antiviral treatment with oseltamivir in severely ill patients with influenza, as well
as evaluating the impact of adjuvant corticosteroids on mortality in patients admitted to the ICU

both for influenza and COVID-19 pneumonia.

The investigation is supported by the accomplishment of four articles published in scientific
journals of interest in the field of the intensive care medicine. The research data was prospectively
obtained from two different sources. The former, came from the Spanish registry of severe
influenza and, the latter, from the Spanish database of critical COVID-19 patients, both endorsed
by the respective working groups of the Spanish Society of Intensive Critical Care Medicine and
Coronary Units (SEMICYUC). Both epidemiological registries, permitted the four projects to be
performed through nationwide multicenter observational studies. The implemented methodology
in each study was rigorous in order to control and reduce different biases derived from the

observational nature of the research

The main results showed that oseltamivir treatment reduced ICU mortality of critically ill patients
with severe influenza and the treatment was especially beneficial when administered early.
Conversely, adjuvant corticosteroid treatment increased ICU mortality among patients with
influenza pneumonia. Regarding to COVID-19 disease, corticosteroid treatment was associated
with time-dependent effects on ICU survival, with short-term benefit, although the treatment
resulted in detrimental effects in long-term. In fact, the effects of corticosteroids on mortality

varied across some subgroups or clinical phenotypes, which generates new hypothesis and raises
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the possibility that the effectiveness to treatment could depend on the individual host immune

response to the viral infection.
In this setting, our findings advocate encouraging future clinical research focused on a more

precise and personalized medicine for COVID-19 patients, aimed to identify sets of patients in

whom corticosteroid treatment yield clear benefits without unfavorable outcomes in long-term.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades virales constituyen una de las causas infecciosas mas frecuentes de
morbimortalidad en humanos. Los virus son particulas pequefias (20-250 nandémetros, tamafio
muy inferior al de las bacterias) que contienen un codigo genético de &cido nucleico, ya sea acido
desoxirribonucleico (ADN) o acido ribonucleico (ARN), encapsuladas en una vesicula de

proteinas denominada capside (1).

Dichos patdgenos carecen de los sistemas enzimaticos productores de energia necesarios para la
sintesis de acidos nucleicos y proteinas, indispensables para su crecimiento y multiplicacion,
como los que poseen las células procariotas o eucarioticas. Por esta razon, no se pueden replicar
por si solos y necesariamente deben utilizar los sistemas de las células que infectan para poder
hacer copias de si mismos. En consecuencia, los virus se definen como parasitos genéticos
intracelulares obligados. Los componentes virales sintetizados dentro de las células infectadas se
ensamblan formando particulas virales maduras (viriones) que son liberadas de la célula, de esta

forma dafiando o produciendo la muerte celular del huésped.

Los virus se han encontrado en todos los ecosistemas de la Tierra siendo capaces de afectar a
cualquier ser vivo incluyendo seres humanos, animales, vegetales, hongos y bacterias. El impacto
de las enfermedades virales en la historia de la humanidad es colosal. Aunque no existen registros
de las epidemias producidas por virus en las épocas Antigua y Edad Media, hay evidencias
arqueologicas en momias del Antiguo Egipcio y grabados en esquelas que mostraron lesiones
sugestivas de viruela y poliomielitis. La rabia y la influenza también afectaron a las antiguas
civilizaciones, aunque el concepto de enfermedad infecciosa no existia, y sus sintomas se
atribuian bien a efectos de los planetas o bien al enojo de los dioses ante la conducta humana.
Hipocrates, médico griego y padre de la Medicina, ya realizo diversas referencias sobre muchas
enfermedades infecciosas aportando informacion sobre la naturaleza de las infecciones, higiene,
epidemiologia, respuesta inmunitaria y hasta descripciones detalladas de una enfermedad
infecciosa respiratoria que, posteriormente, seria reconocida por muchos cientificos como la

primera epidemia de gripe conocida (2).

Sin embargo, no fue hasta el afio 1796, cuando el pionero de la Virologia Edward Jenner
desarroll6 la primera vacuna contra la viruela, enfermedad viral que causé su primera epidemia
reportada en 1350 AC. y fue devastadora en la Europa del siglo XVIII (3). Entrados en el siglo

XIX, un discipulo de Louis Pasteur llamado Charles Chamberlain, desarrollé un filtro de
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porcelana que permitia retener las bacterias, pero no a otros agentes mas pequefios, surgiendo una
de las definiciones primitivas de virus filtrables. En los afios siguientes, en 1892-1898, Dimitri
Ivanovsky y Martinus Beijerinck usaron los filtros desarrollados por Chamberlain y presentaron
sus investigaciones sobre el agente del mosaico del tabaco, enfermedad que afectaba a las hojas
del tabaco (4). El fundamento de su fascinante descubrimiento fue que ese nuevo agente (un
virus), podia atravesar los filtros siendo capaz de enfermar a las plantas de tabaco previamente
sanas. Ademas, postuld que esa forma sub-microscopica de vida se convertia en parte del
metabolismo celular. Por ello, el descubrimiento del virus del mosaico del tabaco se reconoce

como el inicio de la Virologia como ciencia.

El desarrollo de la microscopia electronica en 1930 permitio aclarar en gran parte el misterio de
muchos agentes infecciosos e iniciar la investigacion con cultivos celulares libres de bacterias
gracias a los avances con los tratamientos antibioticos hasta que, finalmente, Seller y Enders
consiguieron replicar el primer virus en un cultivo el 1948. Estos avances en la Virologia junto
con el modelo de la doble hélice de ADN propuesto por Watson y Crick en 1953, sentaron las
bases de la Biologia Molecular, ciencia fundamental para el desarrollo de exquisitas técnicas
moleculares durante el siglo XX y XXI para identificar, clonar y amplificar el material genético

de los virus, permitiendo extraordinarios avances en la identificacion de las enfermedades virales.

El advenimiento de las técnicas de diagnostico molecular altamente sensibles y rapidas han
optimizado la capacidad para detectar muchos patégenos virales que, a menudo conducen a
infecciones graves y/o fatales que requieren el ingreso en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI).
En la actualidad, se conoce una gran multitud de virus que pueden llegar a causar enfermedad
critica a nivel mundial, con un espectro amplio de afectacion clinica causando patologia del tracto
inferior de las vias respiratorias, afectacion del sistema nervioso central, fiebres hemorragicas o
shock con sindrome de disfuncion mulitorganica (SDMO), entre otras (5). En particular, los virus
respiratorios se han llegado a detectar entre un 18-53% de pacientes criticos con infecciones
graves del tracto respiratorio inferior, siendo el virus influenza el agente mas comtiinmente aislado
(5,6). Notablemente, dicho virus ha dejado huella en la historia a través de demoledoras epidemias
y pandemias. El reciente surgimiento del nuevo coronavirus denominado SARS-CoV-2 a
principios de diciembre de 2019 en Wuhan (China), causante de una desoladora pandemia ya
conocida globalmente como enfermedad COVID-19 (7), ha supuesto un duro golpe a nivel
mundial poniendo de manifiesto la vulnerabilidad del ser humano ante nuevas e inesperadas

enfermedades virales.

La comunidad cientifica debe estar preparada para futuras pandemias debido a que el momento

de aparicion y el patdgeno que provocara la proxima pandemia son impredecibles. Dentro de los
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planes de preparacion, se encuentran ante todo las intervenciones no farmacologicas de
prevencion como el control de la transmision del patdogeno de persona a persona, deteccion precoz
de pruebas rapidas de diagnostico, junto con el rastreo de contactos, aislamiento en los casos
infectados, asi como medidas de distanciamiento social con el fin de evitar la disrupcion de la
salud publica. Pero, ademas, es vital disponer de tratamientos farmacolégicos eficaces ya sean
antibidticos, antivirales u otras medicaciones coadyuvantes una vez la enfermedad ya se ha

diseminado a nivel global (8).

En consecuencia, dichas premisas han generado el planteamiento de esta tesis, desde el punto de
vista de la Medicina Intensiva, enfocado a las dos infecciones virales pandémicas mas importantes
en nuestro medio, con el propdsito de evaluar la efectividad de los tratamientos médicos mas

utilizados en el manejo de la influenza grave y de la enfermedad COVID-19.

1.1 Marco historico y epidemioldgico de la influenza y la COVID-19

El término epidemia se refiere a un aumento, a menudo repentino, en el nimero de casos de una
enfermedad por encima de lo que normalmente se espera en esa poblacion y en esa zona, mientras
que se denomina pandemia a una epidemia que se ha extendido por varios paises o continentes, y
que suele afectar a un gran ntimero de personas (9). Indudablemente, el virus influenza es una
amenaza global para la salud humana debido a que es capaz de producir epidemias estacionales
de gripe infectando entre 3-5 millones de personas, llegando a producir la muerte estimada de
entre 291.000-645.000 personas al afio (10). Asimismo, no s6lo es responsable de generar
epidemias anuales, sino que en el Gltimo centenario ha plagado la humanidad siendo el culpable

de hasta cuatro pandemias.

Se desconoce el momento exacto en el que el virus influenza comenz6 a infectar a los humanos.
Hipocrates, en su libro “Book of Epidemics” (412 AC), describié una epidemia de invierno
caracterizada por la infeccion de las vias respiratorias altas compatible con un sindrome similar
al de influenza al que se refirid6 como la “tos de Perinthus” (11,12). El nombre "Influenza" se
origind en Italia el siglo XV, a partir de una epidemia atribuida a la "influencia de las estrellas",
que arrasé Europa y afectd en Asia y Africa, seglin algunos autores (11). No obstante, muchos
historiadores coinciden en que la primera pandemia con documentos fiables de influenza se
desarroll6 hace 500 afios, en el 1510, cuando se propagé desde Africa hasta Europa, época en la
que ésta alin se estaba recuperando de la despoblacion masiva causada por la peste bubonica (13).
En los siguientes afios, se describieron otras dos pandemias por influenza en 1557 y 1580. Para
los observadores de finales del siglo XVI, la influenza llegd a ser reconocida como una

enfermedad con sintomas clinicos consistentes en fiebre, dolor de cabeza, tos y mialgia, con
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complicaciones que incluyeron neumonia, casos fatales en embarazadas y a sus fetos, lactantes y

nifios pequeios, asi como a los més ancianos.

La “gripe rusa” que ocurrié entre los afos 1889 y 1893, ha sido considerada como la primera
pandemia bien documentada y se cree que pudo ser causada por el virus influenza H3NS§ (13).
Veinticinco afios después, en 1918-1919 se produjo quiza la que se conoce como la pandemia por
influenza mas devastadora de la historia y a la que siguieron otras tres pandemias en los tltimos
100 afios, siendo la ultima de ellas la del 2009. Recientemente, el mundo ha sufrido la mas reciente
y catastrofica pandemia por enfermedad viral por el emergente coronavirus SARS-CoV-2 (Figura
1). Dada su importancia epidemioldgica, se describen a continuacion con mas detalles las ultimas

cuatro pandemias de influenza seguida de la pandemia por COVID-19.

Influenza H3N2 SARS-CoV-2
Gripe espaiiola Gripe Aviar Enfermedad COVID-19
500 millones casos infectados 0.5-2 millones muertes >260 mil casos infectados
50 millones muertes 5 millones muertes
Originada en Hong Kong
Posible origen simulténeo Norte Originado en Wuhan (China)
américa, Europa y Asia
Influenza H2N2 Influenza H1N1
Gripe Asiética Gripe porcina
1-2 millones muertes 18.000 muertes confirmadas
Carga estimada 150-250 mil muertes
Origen en China
Originado en México

Figura 1. Linea temporal de las pandemias por influenza y SARS-CoV-2 en el tltimo siglo.

23



1.1.1 Pandemia por influenza de 1918: gripe espaiiola

Sin duda alguna, la gripe espaiiola ha constituido una de las pandemias mas desoladoras,
considerandose incluso como el “holocausto médico” mas importante de la historia, causando 500
millones de infecciones (un tercio de la poblaciéon mundial en aquel momento) y 50 millones de

muertes estimadas (11).

Hoy en dia, atin siguen existiendo numerosas preguntas en relacion a la gripe espaiiola como, por
ejemplo, su origen. Se postula que el virus influenza HIN1 se propagé de una forma mas o menos
simultanea en tres areas geograficas distintas (Europa, Asia y Norte América) en un periodo de
un afio, aunque la primera oleada se describid mejor en Estados Unidos (14). De hecho, existe
consenso en que los primeros brotes descritos en reportes médicos fueron en marzo del 1918 en
campos militares de Kansas (15). Las condiciones de la Primera Guerra Mundial (el hacinamiento
y movimiento global de tropas) facilitaron que el virus pudiera propagarse por Estados Unidos y
que, con el transporte de tropas americanas a los campos de batalla en Francia, se extendiera
gradualmente en toda Europa y al resto del mundo (16). Durante un periodo de nueve meses, el

virus se propago en forma de tres oleadas distintas, siendo especialmente fatal la segunda.

La mortalidad de la gripe epidémica habitualmente sigue un patrén de letalidad en forma tipica
de “U”, con mayores tasas de muertes en los mas jovenes (< 5 afios) y mas longevos (> 65 afios).
No obstante, la pandemia de 1918-1919 presentd una curva de letalidad en relacion a la edad
caracteristica de la gripe espafola definida como curva con patrén en “W?”, en la que, ademas de
afectar a los mencionados rangos de edad, mostré picos elevados de mortalidad entre los jovenes
entre 20-40 afios de edad (14). Esta elevada mortalidad en los jovenes aun sigue sin poder ser
explicada con claridad, aunque las posibles explicaciones son los factores intrinsecos de especial
virulencia de la cepa del virus circulante en dicha pandemia, junto con factores del huésped como
la edad, la respuesta inmunitaria humoral y celular, expresiones genéticas individuales o la

malnutricion (16).

La manifestacion clinica mas habitual fue la bronconeumonia de forma aguda y agresiva, con
edema y dafio tisular severo en los pulmones, habitualmente seguido de superinfeccion
respiratoria invasiva por bacterias como Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Staphylococcus aureus y Haemophilus influenzae (16,17). Un subgrupo de pacientes fallecia
rapidamente después del inicio de los sintomas (en menos de 5 dias), frecuentemente debido a
hemorragia o edema pulmonar masivos. Muchas de las autopsias realizadas en 1918 mostraron
hallazgos patologicos fundamentalmente en el arbol bronquial como causa de la muerte atribuidos

a neumonia e insuficiencia respiratoria. La segunda presentacion clinica mas grave fue la de
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sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), caracterizado por cianosis facial severa y

observado hasta en un 10-15% de los casos.

Inicialmente, la etiologia de la gripe espafiola no estaba clara y se atribuy6 fundamentalmente a
una bacteria, denominada Bacillus influenzae (bacilo de Pfeiffer). Durante los meses de
pandemia, muchos cientificos ya empezaron a sospechar que la enfermedad no era producida
propiamente por bacterias. Sin embargo, no fue hasta 1933 cuando los cientificos ingleses Wilson
Smith, Christopher Andrewes y Patrick Laidlaw, aislaron por primera vez el virus de la influenza
A en hurones y en las secreciones nasales de pacientes infectados, demostrando la transmision
humana intranasal del virus (11,18). Gracias a los avances en deteccion molecular y a la
investigacion arqueo-virologica de material genético, en los afios 1990-2000 se pudo determinar
la secuencia completa del virus pandémico de 1918, incluyendo el descubrimiento del segmento
neuraminidasa (17). El impacto del virus no solo se limit6é a 1918. De hecho, todas las pandemias
subsiguientes han sido causadas por virus influenza de tipo A descendientes del virus de 1918,
mediante reordenamiento genético entre humanos, virus de la gripe aviar y porcina,
considerandose por lo tanto, la gripe espafiola, como la “madre de todas las pandemias™ por

influenza posteriores (14).

1.1.2 Pandemia por influenza de 1957: gripe asidtica

El nuevo subtipo de virus influenza A surgié en 1957 cuando tres nuevos segmentos de codigo
genético (hemaglutinina HA, neuraminidasa NA y polimerasa PB1) fueron adquiridos por el virus
A(HIN1) desde un virus influenza aviar mediante reordenamiento genético. El resultante virus
influenza A(H2N2) fue denominado virus de la influenza asiatica, ya que surgié en China y

reemplazd casi totalmente al virus A(HIN1) (19).

Durante esta pandemia por influenza, la morbilidad fue mayor en los nifios y la mortalidad fue
mayor en los extremos de edad. La tasa de letalidad fue aproximadamente del 0.13% y la
mortalidad global se estim6 en 1-2 millones debidas a enfermedades respiratorias. La neumonia
bacteriana secundaria fue una causa relativamente menor de muertes, posiblemente como
resultado del uso generalizado de antibidticos. Ademas, en las UCI se disponia de ventilacion
mecanica para soporte en los casos que desarrollaban insuficiencia respiratoria aguda. En ese

momento, se habia avanzado en el conocimiento de la patogenia de la enfermedad (8).
Un aspecto destacado fue que, en 1952, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) implementd

una red mundial de vigilancia de la influenza que brindaba informacion sobre la aparicion y

propagacion del nuevo virus de la influenza. Las medidas de contencion (como cierre de escuelas
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y la prohibiciéon de reuniones publicas) varid entre paises, pero retrasd la aparicion de la
enfermedad solo unas pocas semanas. Las vacunas contra la gripe (descubiertas apenas unos afios
antes) tenian una eficacia del 53 al 60% por lo que no tuvieron un impacto significativo en la

pandemia debido a una cobertura inadecuada.

1.1.3 Pandemia por influenza de 1968: gripe aviar

También se reconoce como la gripe de Hong Kong, donde se originé el mayor brote. Los genes
del virus de la influenza aviar, uno que codifica la hemaglutinina y el otro un componente interno,
reemplazaron a los homologos existentes del virus A(H2N2) circulante, mientras que, el gen
neuraminidasa no fue reemplazado (19). Entonces, surgio el virus influenza A(H3N2) que generd

la pandemia por gripe aviar.

La tasa de mortalidad de la pandemia fue estimada en 0.5-2 millones y la edad media en el
momento de la muerte fue de 62-65 afos (8). La primera temporada de pandemia fue mas grave

que la segunda en América del Norte, mientras que en Europa y Asia se observo lo contrario.

La mayoria de infecciones por influenza A(H3N2) pandémica fueron clinicamente leves con
afectacion del tracto respiratorio superior presentando sintomas como malestar general, fiebre,
mialgias, tos, cefaleas y odinofagia. Sin embargo, el curso grave de la enfermedad también se
desarrollo. Entre pacientes pediatricos, las hospitalizaciones se debian a neumonia viral,
bronquiolitis y tos ferina. Las complicaciones pulmonares en adultos incluyeron neumonia viral
primaria o secundaria con co-infeccion bacteriana, ocurriendo en gran parte en casos con
comorbilidades asociadas. Los hallazgos de autopsias de los casos fatales mostraron
bronconeumonia aguda, difusa y hemorragica o necrosante, neumonitis, bronquitis y, en algunos
casos, los cultivos bacterianos de secreciones respiratorias resultaron positivos para

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa u otros patégenos bacterianos (20).

1.1.4 Pandemia por influenza de 2009: gripe porcina

La primavera del 2009, una nueva cepa del virus influenza surgi6 a través de la reagrupacion de
genes de virus de influenza A de tipo humano, aviar y porcino, dando lugar al denominado virus
HIN1pdmO09. Tras investigaciones moleculares, la pandemia se denominé “gripe porcina” porque
la cepa probablemente se transmitid de los cerdos a los humanos, aunque los cerdos no
participaron en la propagacion del virus. Los primeros casos surgieron en México a finales de
Marzo, aunque aparecieron brotes simultaneos en el sur de los Estados Unidos, siendo declarada

finalmente como pandemia el 11 de Junio de 2009 por la OMS (21).
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El virus influenza A(HIN1)pdm09 afectdé en menor grado a personas ancianas posiblemente
debido su exposicion previa a los virus A(HIN1) mas antiguos, pudiendo tener inmunidad parcial
al virus. Por el contrario, los grupos mas afectados fueron los nifios y adultos jovenes. Dawood et
al., observaron que un 40% de los pacientes infectados de forma confirmada tenian entre 10 y 18
afios, mientras que so6lo el 5% de los casos eran adultos mayores de 51 afios (21). Ademas, el 80%
de las muertes por causas respiratorias y cardiovasculares se produjeron en personas menores de

65 afos.

El periodo de incubacion habitualmente era de 1.5-3 dias, aunque se podia extender hasta los siete
dias. Las manifestaciones clinicas asociadas a la gripe A(HIN1)pdm09 se presentaron como un
amplio espectro de sintomatologia, pudiendo ser infecciones asintomaticas (en un 10%) o
cursando clinicamente desde irritaciones respiratorias leves hasta cuadros de neumonia grave con
SDRA. Al final de la pandemia, la OMS confirmo un total de 18.631 muertes. Sin embargo, se
ha sugerido que esta carga de mortalidad fue infraestimada, reportandose evidencia cientifica que
ha estimado que entre 151.000 y 575.000 personas fallecieron por infeccion viral durante la
pandemia del 2009 (21,22). A partir de esta pandemia, el virus influenza A(HIN1)pdm09 ha
continuado circulando de forma estacional hasta dia de hoy, infectando entre 3-5 millones de
casos anuales en forma de epidemia. Cabe resaltar que, a diferencia de las pandemias anteriores,
la pandemia por la gripe porcina fue la primera en poder combinar la vacunacion antigripal con
farmacos antivirales para combatir la enfermedad y, en probable relacion a todo ello, su

mortalidad fue significativamente menor que en las pandemias por influenza del siglo XX.

1.1.5 Pandemia por virus SARS-CoV-2: enfermedad COVID-19

A finales de diciembre del 2019, el nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) surgio en la ciudad de
Wuhan (China), siendo responsable de una nueva pandemia catastrofica declarada el 11 de Marzo
del 2020, que ha obligado al mundo a enfrentarse a desafios sanitarios y socioecondmicos sin
precedentes y que, actualmente, sigue afectando a millones de personas a nivel mundial (23). Tras
mas de dos afios de pandemia (a fecha de abril de 2022), la OMS ha confirmado un total de mas
de 500 millones de casos afectados, incluyendo 6.190.349 muertes a nivel global en 194 paises.
En Espafia, se han confirmado mas de once millones de infecciones y mas de 104.000 fallecidos
por COVID-19 (24). En los ultimos afos, se ha corroborado que los coronavirus son causas
potenciales de pandemia, como se habia demostrado previamente con la epidemia de SARS-CoV
en 2002-2003 y la epidemia del sindrome respiratorio de Oriente Medio (MERS) que surgié en
2012 (21).
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La actual pandemia de COVID-19 comenz6 después de la aparicion de muchos casos con
diagndstico de neumonia de etiologia desconocida. Es posible que el brote comenzara a principios
de diciembre o inclusive en noviembre de 2019. El agente causante del brote se identifico
rapidamente y su secuencia gendmica estuvo disponible el 12 de enero de 2020. Debido a que la
secuencia genomica estaba estrechamente relacionada con el SARS-CoV de 2003, el nuevo
coronavirus se identifico como SARS-CoV-2. Ademas, los estudios han constatado que el virus
probablemente se origind en los murciélagos, pero puede haber sido amplificado en un huésped
intermedio antes de la transmision a los humanos. Se ha propuesto a los pangolines como el
potencial huésped intermedio de acuerdo con el genoma encontrado en los mismos. No obstante,
es necesario aclarar con certeza que los pangolines sean los intermediarios en la zoonosis del
SARS-CoV-2 [40]. Aunque se ha aprendido mucho sobre el SARS-CoV-2 tras dos afios de
pandemia, siguen existiendo importantes lagunas de conocimiento para comprender totalmente la
COVID-19. Uno de los factores clave en la epidemiologia de las enfermedades infecciosas es la
eficiencia de transmision del patdogeno. En este sentido, los virus de la influenza y el SARS-CoV-
2 son eficaces al ser capaces de causar enfermedades respiratorias por su facil propagacion entre
los humanos a través de gotitas orales y nasales, y al poderse también transmitir por contacto

indirecto.

El SARS-CoV-2 llegé a Espaifia con los primeros casos diagnosticados en el pais en febrero de
2020, causando una asfixiante primera oleada con una rapida inundacion de los sistemas sanitarios
en todo el mundo, especialmente de las UCIs. Esto derivo en una carencia de recursos de forma
inmediata para el manejo de los pacientes mas graves, con un déficit de camas de UCI (y
hospitalarias), escasez de respiradores, de equipos de proteccion personal e, incluso, insuficiente
personal sanitario. Estos hechos, pusieron de manifiesto que los sistemas sanitarios no estan
realmente preparados para afrontar una nueva pandemia inesperada de la magnitud de la COVID-
19, aunque han servido para mejorar las estrategias y protocolos de actuacion previos en todos
los niveles asistenciales para optimizar el manejo de la sobrecarga asistencial durante crisis
sanitarias (25). Lo que aun es mas importante, es que dicha inundacion del sistema sanitario,
claramente impacta en los resultados de los pacientes de forma desfavorable (26,27). En las
siguientes oleadas, los hospitales estaban mas preparados y la respuesta del personal sanitario fue
proporcional a la presion asistencial adaptandose a los nuevos protocolos. Sin embargo, con los
aumentos en la incidencia acumulada de casos, los hospitales y UCIs aun siguen sufriendo cierto
grado de colapso, incluso tras los dos primeros afios de pandemia en los que Espafia sufrio la
sexta oleada (Figura 2). La pandemia por SARS-CoV-2 sigue activa desde su surgimiento, a pesar
de todas las medidas sociales y politicas establecidas para controlar la propagacion del virus y
tras un afio de programa de vacunacion mundial que, lamentablemente, no ha llegado a ser global.

De hecho, algunos paises tienen una tasa de vacunacién ain muy baja, contexto que esta
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facilitando la aparicion de nuevas variantes genéticas del SARS-CoV-2 (Delta, Omicron), lo que

favorece que la pandemia se perpette a lo largo del tiempo sin poder ser erradicada (28).
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Figura 2. Incidencia acumulada durante los dos primeros afos de pandemia por COVID-19. Datos

extraidos del panel de la OMS (24).

El periodo de incubacion de SARS-CoV-2 es mas largo que el del virus influenza, en torno a 2-
14 dias (después de la infeccion), presentando un pico de carga viral a los 3-7 dias (después de
haber iniciado los sintomas). La infeccion por SARS-CoV-2 puede presentarse de forma
asintomatica (hasta el 40% de los casos) o causar un amplio espectro de enfermedad, ya sea desde
sintomas leves hasta enfermedad potencialmente mortal (8). Los individuos infectados
sintomaticos  habitualmente  desarrollan  fiebre, tos seca, disnea, mialgias,
nauseas/vomitos/diarreas, cefaleas, debilidad generalizada, rinorrea, anosmia y ageusia. Entre los
que requieren hospitalizacion, las complicaciones mas frecuentes son la neumonia bilateral,
SDRA, dafio cardiaco, coagulopatia asociada, disfuncion renal y manifestaciones neurologicas.
En los casos mas criticos, también pueden presentar una tormenta citoquinica o sindrome de

activacion de macrofagos. Aproximadamente, hasta un 20% de los pacientes requieren
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hospitalizacion y entre un 3-5% requieren ingreso en UCI debido a insuficiencia respiratoria

grave, de los que hasta un 76.1% llegan a necesitar ventilacion mecanica invasiva (VMI) (29).

Los pacientes criticos con COVID-19, suelen ser diagnosticados de la enfermedad a los seis dias
desde el inicio de los sintomas, a los siete dias suelen requerir hospitalizacion, y en tan sélo dos
dias ingresan en UCI desde que son hospitalizados. Son pacientes con una edad alrededor de 64
afios y frecuentemente asocian comorbilidades como la hipertension (46%), la obesidad (32%) y
la diabetes mellitus (20%). En cambio, comorbilidades como las enfermedades respiratorias
cronicas como el asma o la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), inmunosupresion,
insuficiencia cardiaca congestiva o la insuficiencia renal cronica se presentan en menos del 10%
de los casos admitidos en UCI (30). La mortalidad global de los pacientes criticos con COVID-
19 en Espaia es del 30%, aunque se han llegado a reportar incidencias de fatalidad mas elevadas
en torno al 40%. En cambio, la tasa global de letalidad estimada se encuentra alrededor del 1.2%

(24).

1.2 Estructuray ciclo vital de los virus influenza y SARS-CoV-2

1.2.1 Virus influenza

El virus influenza pertenece a la familia de los Orthomyxoviridae, 1a cual incluye tres géneros de
influenza asociados a la patologia humana: influenza virus A, influenza virus B e influenza virus
C. Mientras que los virus B y C estan practicamente restringidos al humano, la mayoria de virus
influenza A infectan a humanos y otros animales como caballos, cerdos, perros, aves y mamiferos
marinos. No obstante, los virus A y B son los de mayor interés desde el punto de vista de la salud

humana (1).

Los virus influenza son organismos envueltos, cuyo genoma se encuentra segmentado en
porciones de ARN de cadena tinica con polaridad negativa, presentandose de forma helicoidal y
asociandose con una nucleoproteina (NP). Dicho ARN codifica la informacion genética para la
sintesis de 8 proteinas: polipéptido-polimerasas (polimerasa basica-PB1, polimerasa basica-PB2
y polimerasa acida-PA), hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), nucleoproteina (NP), proteina

de matriz (M) y proteinas no estructurales (NS) (Figura 3).
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Figura 3. Estructura del virus influenza.

Al microscopio electronico, se observan como particulas pleomoérficas redondeadas u ovaladas
con un diametro de 80 a 120 nandémetros. Su envoltura esta formada por unas 500 espiculas que
estan constituidas por las glicoproteinas transmembrana HA y NA. La HA se presenta de forma

redondeada y la NA en forma de hongo y se hallan habitualmente en una relacion HA:NA de 5:1.

La HA recibe ese nombre ya que tiene la propiedad de aglutinar globulos rojos de diferentes
especies. Esta proteina permite la adsorcion de la particula viral a la célula huésped mediante la
union a receptores de acido sidlico ubicados en la superficie celular y también promueve la
liberacion del genoma viral al citoplasma celular (31). Se han descrito 16 subtipos de HA (H1 a
H16) dentro de los virus influenza A. La NA es la segunda proteina de superficie de los virus
influenza A y B. La NA actua al final del ciclo de replicacion liberando la progenie viral anclada
a la superficie celular y facilita el transporte de los viriones a través de la capa de mucina del
tracto respiratorio para que alcancen su diana, las células epiteliales (32). Para los virus influenza
A se pueden distinguir 9 subtipos de NA (N1 a N9). Por ello, los virus influenza A se clasifican
en subtipos basados en la antigenicidad de sus moléculas de superficie: hemaglutinina (H1-H16)
y neuraminidasa (N1-N9). Estas dos moléculas (HA y NA) son dianas fundamentales de distintos

tratamientos antivirales y vacunas.
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Las tres proteinas de gran tamafio denominadas polipéptido-polimerasas (PB1, PB2 y PA) se unen
a la NP viral e intervienen en la transcripcion y replicacion del RNA. Por otro lado, la proteina
de la matriz (M1) forma una capa por debajo de la envoltura lipidica y es fundamental para la

morfogénesis del virion (33).

1.2.2  Virus SARS-CoV-2

La familia de los Coronaviridae esta clasificada en cuatro géneros (alpha, beta, delta y gamma).
El SARS-CoV-2 pertenece al grupo de los betacoronavirus, estd formado por una envoltura
lipoproteica y su genoma esta conformado por ARN de una sola cadena con polaridad positiva.
Su genoma expresa 16 proteinas no estructurales y cuatro estructurales (proteina spike o S,
membrana, envoltura y nucleocapside). La proteina S estd localizada en la superficie de las
particulas virales teniendo un papel fundamental en la entrada del virus a la célula huésped del
epitelio respiratorio, por lo que es una de las principales dianas de tratamientos antivirales en
investigacion y anticuerpos neutralizantes (Figura 4). Ademas de ser determinante para el
tropismo del virus, la proteina S facilita la fusion de la membrana viral con la de la célula huésped

permitiendo la liberacion del genoma viral al interior de la célula infectada (34).

Spike (S1y S2)

Nucleocapside (N)

_ Membrana (M)

Envoltura (E)

Figura 4. Estructura del virus SARS-CoV-2.
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1.2.3 Ciclo vital

Ambos virus comparten ciertas similitudes en cuanto al proceso del ciclo vital con la célula

huésped para su replicacion. No obstante, se tratan de mecanismos complejos con interaccion de

multiples estructuras proteicas, por lo que cada virus tiene peculiaridades especificas en diferentes

momentos del ciclo vital (Tabla 1) (35,36). El ciclo vital del virus influenza y del SARS-CoV-2

se puede clasificar claramente en cuatro fases principales (31,36-38): a) acople y entrada viral,

b) liberacion del material genético, ¢) transcripcion y replicacion del genoma viral y d) ensamblaje

y liberacion (Figura 5).

a)

Acople y entrada viral: el virus influenza reconoce el acido sialico de la superficie
celular huésped presente en el tracto respiratorio, al que se une mediante la HA
facilitando la endocitosis del virus. La acidez del compartimento endosomico es
crucial para la eliminacion del revestimiento del virus (mediante cambio
conformacional de HA y canales de iones de hidrogeno por la proteina de matriz M2),
lo cual permite que las ribonucleoproteinas virales se liberen de la matriz viral al
citoplasma celular. Por otro lado, el SARS-CoV-2 se une mediante la proteina S de
superficie al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) de la célula

huésped y entra en ella mediante fusion directa de las membranas o por endocitosis.

b) Liberacion del material genético: las ribonucleoproteinas del virus influenza se

transportan al nicleo de la célula huésped por medio de sefiales de localizacion nuclear
de las proteinas virales, lugar donde se iniciara la transcripcion y replicacion del ARN
viral. A diferencia del virus influenza, donde la replicacion viral se realiza en el
nucleo, el SARS-CoV-2 una vez ha entrado en la célula y ha liberado su material

genético realiza la replicacion viral en el citoplasma.

Transcripcion y replicacion: la replicacion del virus influenza se produce mediante la
ARN polimerasa dependiente de genoma viral usando el ARN viral de polaridad
negativa como molde para sintetizar dos especies de ARN de sentido positivo, uno
para la sintesis de proteinas virales y otros complementarios para transcribir
posteriormente mas copias de ARN de sentido negativo. A diferencia, el SARS-CoV-
2 utiliza el ARN de polaridad positiva como plantilla para sintetizar ARN de sentido
negativo para la transcripcion del ARN y para replicar el ARN de polaridad positiva
de la progenie viral. Una vez sintetizado el material genético, ambos virus de forma
similar traducen las proteinas virales a través de los ribosomas del reticulo

endoplésmico y el aparato de Golgi para empaquetarlas en particulas virales maduras.
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d) Ensamblaje y liberacion: una vez producido el empaquetamiento del nuevo genoma

viral y de las proteinas sintetizadas, con la consiguiente formacion de viriones

maduros, €stos son transportados a la membrana celular, donde se produce su

liberacion mediante brotacion (influenza) o por exocitosis (SARS-CoV-2), para

infectar a nuevas células con un nuevo ciclo vital.

A diferencia de los virus desnudos, los cuales solo pueden liberarse de la célula causando la lisis

de la misma, los envueltos como el virus influenza y el SARS-CoV-2, en general, tienen la

capacidad de salir de la célula huésped sin dafiarla. Sin embargo, la infeccion severa de las células

del epitelio respiratorio superior, inferior y del parénquima pulmonar por éstos, conduce a la

muerte celular por distintos mecanismos fisiopatologicos y procesos biomoleculares mediante

apoptosis, necrosis, necroptosis y posible piroptosis, pudiendo depender del tipo de célula

expuesta a la infeccion o incluso de la cepa viral (39,40).

Influenza SARS-CoV-2
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Figura 5. Representacion grafica del ciclo vital de los virus influenza y SARS-CoV-2
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Tabla 1. Principales diferencias estructurales y del ciclo vital entre el virus influenza y el SARS-CoV-2.

Virus influenza SARS-CoV-2
Familia Orthomyxoviridae Coronaviridae
ARN cadena unica polaridad ) ) o
Genoma ) ARN cadena tnica polaridad positiva
negativa
Proteina de Superficie Hemaglutinina (HA) Spike (S)

Epitelio respiratorio: neumocitos II,

Epitelio respiratorio: ciliadas y secretoras, epitelio olfatorio
Tropismo celular neumocitos I y Il y células Epitelio intestinal
ciliadas Células endoteliales

Células parenquimatosas renales

Receptor Acido sialico ACE 2
Lugar de replicacion Nucleo Citoplasma
Salida celular Brotacion Exocitosis

1.3 Fisiopatologia y manifestaciones clinicas

1.3.1 Virus influenza

El virus de la influenza se replica principalmente en el epitelio del tracto respiratorio superior
(incluidas las fosas nasales) e inferior (hasta los alveolos). Otros tipos de células, incluidas las
inmunitarias, pueden ser infectadas por el virus e iniciaran la sintesis de proteinas virales. Sin
embargo, en el humano, el epitelio respiratorio es el unico tipo donde la molécula hemaglutinina

(HA) se puede adherir de forma eficiente para generar nuevas particulas virales infecciosas (41).

Un aspecto clave que determina la extension de la infeccion es el grado de afectacion en el que
se ve implicado el tracto respiratorio inferior, de modo que, aquellos casos con infeccion a nivel
alveolar y aparicion de neumonia son los casos mas graves con riesgo de ingreso en UCI. Ademas,
se han estudiado ampliamente aquellos factores de riesgo (42—44) de presentar infeccion grave o

complicada por influenza (Tabla 2).
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1.3.1.1 Neumonia viral y SDRA secundario

Aproximadamente, el 30-40% de casos hospitalizados por influenza son diagnosticados de
neumonia viral. El principal sindrome clinico que conduce a hospitalizacion e ingreso en UCI es
la neumonitis difusa asociada a hipoxemia severa, progresion a SDRA vy, en ocasiones, shock e
insuficiencia renal (45). Este sindrome representa aproximadamente del 49 al 72 % de los ingresos
en UCI tras la infeccion por el virus HIN1. No obstante, la afectacion respiratoria en pacientes
criticos durante la pandemia de gripe del 2009 mostrd cinco formas principales de presentacion:
1) neumonitis viral o neumonia viral primaria con SDRA; 2) episodios de reagudizacion asmatica;
3) reagudizacion de EPOC; 4) co-infeccion bacteriana asociada a la infeccion viral y 5)

bronquiolitis en pacientes pediatricos (46).

El mecanismo fisiopatologico principal es el resultado de la infeccion viral directa del epitelio
respiratorio inferior, asi como de la inflamacion pulmonar causada por la respuesta inmunitaria
responsable de controlar la propagacion del virus. Esta inflamacion puede diseminarse
sistétmicamente y manifestarse como SDMO, aunque generalmente se produce como
consecuencia posterior a la afectacion pulmonar de las vias respiratorias bajas por neumonia y

SDRA secundario.

El dafio directo por la infeccion desencadena apoptosis y necrosis del epitelio respiratorio,
denudacion de las vias respiratorias y compromiso alveolar. La interaccion inicial entre el virus,
los macrofagos alveolares y el revestimiento epitelial es un factor determinante importante para
la progresion de la enfermedad alveolar. Una vez se destruye esta fragil capa epitelial, la
exposicion de citoquinas y antigenos virales en el endotelio puede amplificar la inflamacion
pulmonar con mayor produccion de citoquinas proinflamatorias que impulsard las respuestas
inmunitarias innata y adaptativa (47). La respuesta inmunitaria innata es capaz de generar
citoquinas tanto locales como sistémicas, conduce a una infiltracion celular por neutrofilos y
monocitos inflamatorios y degradacion de la matriz extracelular que mantiene la estructura
pulmonar. La inmunidad adaptativa es responsable de una respuesta exagerada de los linfocitos
T (CD4 y CDS), denudacion epitelial mediada por células inmunitarias y amplificacion de la
inflamacion por exceso de produccion de citoquinas a nivel local y sistémico. Todas estas
alteraciones conducen en Ultima instancia a la incapacidad del pulmon para realizar su principal
funcidn, el intercambio gaseoso (48). Por lo tanto, el SDRA implica dafio a la barrera epitelio-

endotelial con fuga de liquido inflamatorio hacia la luz alveolar.

Clinicamente, la fase aguda del SDRA se caracteriza por cianosis, hipoxemia secundaria, edema

pulmonar inflamatorio y progresion de la insuficiencia respiratoria, hipercapnia y finalmente se
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puede asociar a SDMO, condicionando una elevada tasa de mortalidad (49). La progresion rapida

suele ser frecuente, generalmente entre los dias 4 o 5 tras el inicio de los sintomas y la VMI suele

ser necesaria en las primeras 24 horas del ingreso en UCI (45). Por ello, un alto porcentaje de

pacientes que ingresan en las unidades de criticos por neumonia viral y/o SDRA por influenza

requieren de soporte respiratorio con VMI y estancias prolongadas.

Tabla 2. Principales factores de riesgo de desarrollar infeccion grave o complicada por influenza o COVID-

19. Informacion adaptada del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (Centers for Disease

Control and prevention — CDC) (44,50).

Virus influenza

SARS-CoV-2

Niflos < 2 aflos (especialmente < 6 meses)

Edad
Adultos > 65 afios
Comorbilidad Asma, enfermedad pulmonar obstructiva
respiratoria cronica (EPOC), fibrosis quistica
Comorbilidad Cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca
cardiovascular cronica
Comorbilidad Diabetes mellitus, Obesidad (especialmente
endocrinolégica indice de masa corporal [IMC] > 40 Kg/m?)
Comorbilidad renal Enfermedad renal crénica
Comorbilidad Enfermedad cerebrovascular (ictus) o
neurolégica neuromuscular
Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)/Sindrome inmunodeficiencia adquirida
Inmunosupresion (SIDA), neoplasias hematoldgicas (leucemia,
linfoma, etc.), tratamientos inmunosupresores
(quimioterapia, anticuerpos monoclonales,
corticoides cronicos, etc.)
Cancer Neoplasias solidas
Embarazo Gestantes o hasta 2 semanas postparto
Otras Cirrosis hepatica

Adultos > 60 afios
(especialmente > 75 afios)

Nifios con comorbilidad

EPOC, fibrosis quistica, Tuberculosis,
bronquiectasias, enfermedad intersticial,
tabaquismo, hipertension pulmonar y

tromboembolismo pulmonar

Cardiopatia isquémica, insuficiencia

cardiaca cronica, miocardiopatias

Diabetes mellitus (I y II), Obesidad

Enfermedad renal cronica

Enfermedad cerebrovascular (ictus),

Sindrome de Down, demencia

HIV, inmunodeficiencias primarias,
neoplasias hematologicas (leucemia,
linfoma, etc.), tratamientos
inmunosupresores (quimioterapia,
anticuerpos monoclonales, corticoides

cronicos, etc.)

Neoplasias solidas, trasplante de

progenitores hematopoyéticos
Gestantes o puérperas

Enfermedad hepatica cronica,

enfermedades mentales (esquizofrenia)
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1.3.1.2 Sepsis por influenza

La sepsis es un sindrome heterogéneo identificado como una disfuncion organica potencialmente
mortal que resulta de respuestas desreguladas del huésped a la infeccion. Las bacterias son los
patogenos predominantes causantes de sepsis. Sin embargo, la sepsis causada por virus parece
estar infradiagnosticada a nivel global. La sepsis relacionada con el virus de la influenza es bien
conocida, y se han reportado incidencias del 73% de sepsis grave en casos de pacientes criticos

con gripe (51).

La respuesta inflamatoria provocada por una infeccion grave por influenza es un arma de doble
filo. Puede eliminar eficazmente la infeccion, pero una respuesta inflamatoria prolongada y
excesiva produce una interaccion significativa con el sistema inmunitario, lo que puede provocar
directamente una sepsis grave o favorecer infecciones bacterianas secundarias (52). Esta
respuesta inmunitaria exagerada provoca dafio endotelial, desregulacion de la coagulacion y la
consiguiente alteracion de la permeabilidad vascular conduciendo a edema tisular,
manifestandose en forma de shock (entorno al 45%), SDMO y disfuncion renal aguda (alrededor
del 18%) (53). Dicha respuesta inmune comparte muchas vias fisiopatologicas comunes con la
sepsis de origen bacteriano. De hecho, algunos estudios han demostrado que los receptores tipo
Toll (2 y 4), que son los principales receptores de bacterias Gram positivas y Gram negativas,

también estan relacionadas con el virus influenza (41).

1.3.1.3 Neumonia viral y co-infeccion bacteriana respiratoria

La co-infeccion bacteriana en pacientes con neumonia viral por gripe se considera como cualquier
infeccion bacteriana respiratoria diagnosticada en las primeras 48 horas de ingreso en UCI
mediante el aislamiento de otros microorganismos, distintos al virus, en los cultivos de las
muestras respiratorias. Estudios multicéntricos realizados a nivel nacional en Espafia pusieron de
manifiesto que, en los casos de infeccion grave por influenza ingresados en UCI, la incidencia de
co-infeccion bacteriana se presenta en un 17-26% de los pacientes, conllevando de forma
significativa mayor mortalidad en UCI y hospitalaria, ademas de mayor consumo de recursos al
prolongar las estancias en UCI (54-56). Los microorganismos mas relacionados con la co-
infeccion bacteriana son el Streptococcus pneumoniae (50%), seguidos de Pseudomonas
aeruginosa 'y Staphylococcus aureus sensible a meticilina (SASM). Es importante destacar el
aislamiento de hasta un 7% de Aspergillus spp. en las muestras respiratorias de los pacientes

criticos con influenza y co-infeccion.
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El mecanismo fisiopatologico que sustenta la mayor predisposicion de algunos pacientes a
presentar co-infeccion bacteriana podria deberse a la alteracion inmunitaria pulmonar tras la
infeccion por el virus, que provocaria agotamiento temprano de los macrofagos alveolares, células

que desempenan un papel clave en la proteccion frente a infecciones bacterianas (57).

1.3.1.4 Infeccion bacteriana respiratoria secundaria / Superinfeccion

Gran parte de las muertes de los pacientes criticos por influenza grave son debidas a infecciones

secundarias, generalmente a partir de la semana de la injuria pulmonar por la influenza.

A medida que avanza la infeccion viral ocurren multiples alteraciones del epitelio respiratorio y
respuestas inmunitarias que predisponen al huésped al desarrollo de infecciones bacterianas
secundarias. Tanto las defensas antibacterianas innatas como las adaptativas se ven afectadas tras
sufrir una infeccidon previa por el virus influenza, debido a la alteracion del reclutamiento y
funcion de neutréfilos, macroéfagos y monocitos (responsables de combatir a las bacterias), por la
activacion de la sefializacion del interferon tipo I, efectos del virus sobre la inmunidad mediada

por células T y por cambios directos del parénquima pulmonar (58).

La co-patogénesis (Figura 6) entre virus y bacterias se caracteriza por interacciones complejas
entre los microorganismos y el huésped, lo que lleva a la ruptura de las barreras fisicas, la
desregulacion de las respuestas inmunitarias y retrasos en el retorno a la homeostasis,
promoviendo la superinfeccion respiratoria que es un elemento clave en la evolucion de los

pacientes ya que agrava la enfermedad y aumenta la mortalidad (59).
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Figura 6. Interaccion entre el virus influenza, huésped y las bacterias responsables de la superinfeccion
bacteriana. Imagen extraida de Jonathan A. McCullers, The co-pathogenesis of influenza viruses with
bacteria in the lung. Nat Rev Microbiol. 2014 Apr;12(4):252-62 (59). Leyenda adaptada. A- Multiples
factores de virulencia que expresa el virus influenza interacttian directamente con los pulmones y el sistema
inmunitario del huésped. La HA se une al acido sialico de la superficie celular iniciando la endocitosis. La
actividad sialidasa de la NA se adhiere al acido sialico de las células epiteliales y de las mucinas que
intentan eliminar los viriones, lo que facilita el acceso bacteriano a los receptores. Ciertas proteinas virales
causan citotoxicidad y promueve respuestas inflamatorias, incluida la sefializacion de interferon. B- Estos
efectos mediados por el virus generan cambios en las propiedades fisicas de los pulmones y comprometen
la inmunidad innata en varios niveles. El dafio epitelial permite que las bacterias se adhieran y crezcan. El
agotamiento de los macréfagos pulmonares (funcionalmente capaces de fagocitar las bacterias) facilita que
escapen de la inmunidad innata temprana. C- Las bacterias que expresan factores especificos de virulencia
pueden aprovechar estos cambios, crecer sin control y causar infeccion. Los factores de adherencia, como
la proteina A de la superficie neumocoécica o los MSCRAMM estafilocdcicos (componentes de la superficie
bacteriana que reconocen moléculas de adhesion a la matriz), permiten que las bacterias se adhieran al

epitelio dafiado. Las citotoxinas bacterianas promueven mayor dafio fisico e inmunoldgico pulmonar.
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Las infecciones secundarias se reconocen desde la pandemia por gripe del 1918, donde casos
clinicos y series de autopsias evidenciaron que hasta el 95% de todas las enfermedades graves y
fallecidos padecian infecciones secundarias, habitualmente por S. pneumoniae (59). Estos
hallazgos también se encontraron en una amplia revision sistematica incluyendo 75 estudios
observacionales sobre gripe A(H1N1)pdm09 donde la infeccion secundaria fue una complicacion
mayor durante la pandemia (en uno de cada cinco pacientes) claramente asociada con mayor
mortalidad, mencionando de nuevo a S. pneumoniae como la bacteria mas frecuentemente
responsable de la infeccion. En aquellos ingresados en UCI con neumonia asociada a la
ventilacion mecanica (NAV), también fueron causadas por Acinetobacter baumannii, S. aureus
resistente a meticilina (SARM) o Escherichia coli entre otros (60). No obstante, las definiciones
de co-infeccion y/o infeccion secundaria entre los estudios incluidos fueron sustancialmente

diferentes entre ellos.

Una entidad emergente a tener en consideracion como una superinfeccion extremadamente grave
en los pacientes criticos con neumonia por influenza es la denominada “influenza-associated
pulmonary aspergillosis” (IAPA), posiblemente infradiagnosticada en algunos paises, ya que su
incidencia varia mucho en funciéon de los estudios diagnoésticos realizados. Un estudio
multicéntrico reciente observo que la influenza grave es un factor de riesgo asociado de forma
significativa de desarrollar aspergillosis pulmonar invasiva, ademads, asociandose al doble de

mortalidad respecto de aquellos pacientes que no sufren IAPA (61).

Inicialmente, se postuld que la TAPA so6lo se producia en caso de infeccion por influenza A, sin
embargo, también se han encontrado casos de influenza B con aspergilosis pulmonar asociada. El
tiempo medio desde el ingreso en UCI hasta su diagnostico suele ser de 5 dias. Dada su
complejidad en el diagnostico y su posible infradiagnostico, un grupo de consenso europeo
propuso unos criterios de riesgo para la sospecha precoz del desarrollo de infecciones fungicas
invasivas (62), aunque en algunos casos de IAPA dichos factores de riesgo no estaban presentes
(o incluso se presentd en individuos sanos), por lo que grupos de expertos recientemente han
hecho nuevas propuestas para el reconocimiento precoz de IAPA (63). Especificamente, aquellos
casos con mayor probabilidad de desarrollar IAPA son aquellos que sufren mayor dafio a nivel
del tracto respiratorio inferior, aquellos que requieran VMI prolongada, administracion de
corticoides o presenten cualquier grado de inmunosupresion. En la patogenia de IAPA, es
probable que el dafio epitelial producido por el virus influenza y las repuestas
inmunitarias/inflamatorias alteradas del huésped frente al hongo predispongan a la enfermedad

por Aspergillus spp., de forma parecida a lo que se observa en las superinfecciones bacterianas.

41



1.3.2 Virus SARS-CoV-2

De forma similar a la infeccion grave por influenza, tanto los factores virales como los del huésped
determinan la extension y la gravedad del dafio pulmonar inducido por el SARS-CoV-2. La
respuesta del huésped a la infeccion es necesaria para la eliminacion del virus, pero en exceso
puede ser perjudicial y contribuir al desarrollo de formas graves de la enfermedad. Similar a la
influenza, el espectro clinico de la COVID-19 es muy heterogéneo, variando desde formas
asintomaticas o con sintomas leves, hasta formas graves (en un 20%) requiriendo hospitalizacion.
Entre los ingresados al hospital, un 15-25% pueden presentar rapida progresion de la insuficiencia
respiratoria por neumonia bilateral, SDRA, shock séptico y/o SDMO. Los factores asociados a

presentar enfermedad grave por COVID-19 se han detallado previamente en la tabla 2.

Tras mas de dos afios desde el inicio de la pandemia, a dia de hoy se siguen estudiando los
mecanismos fisiopatologicos de la COVID-19. El conocimiento cientifico experimenta un
crecimiento constante y, recientemente, se han publicado datos reportando las principales
similitudes y distinciones entre los virus influenza y el SARS-CoV-2 (64). Sin embargo, su
complejidad fisiopatologica sugiere que el SARS-CoV-2 provoca una respuesta en el huésped
que desencadena una amplia gama de trastornos inmunoinflamatorios, tromboticos y
parenquimatosos donde, ademas, la endotelitis podria ser un factor clave en las manifestaciones

respiratorias y extrapulmonares de la COVID-19.

1.3.2.1 Neumonia viral por COVID-19

El sintoma guia de la neumonia viral por SARS-CoV-2 es sin duda la hipoxemia, que puede
empeorar de forma rapida y progresar a SDRA con diferentes grados de severidad. De forma muy
caracteristica en la neumonia por COVID-19, gran parte de los pacientes presentan la denominada
“hipoxemia silente”, caracterizada por valores criticos de presion arterial de oxigeno (PaO), pero
con minimo o nula sensacion de disnea. Desde el punto de vista fisiopatologico, la respuesta a la
hipoxemia (PaO2 < 60 mmHg) aumenta el impulso respiratorio, definido como la intensidad del

estimulo neural para respirar mediante la regulacion de la frecuencia y profundidad respiratorias.

Se han propuesto varias hipotesis para explicar dicha hipoxemia, incluidos los efectos especificos
del virus sobre la quimiosensibilidad de los receptores de oxigeno, la capacidad de difusion
reducida y la pérdida de mecanismos compensatorios de vasoconstriccion hipoxica. De hecho, se
piensa que el receptor ACE2 actia como un arma de doble filo en la COVID-19; no so6lo sirve
como receptor funcional para la entrada del virus en las células huésped, sino que también tiene

un papel clave en la proteccion del tejido pulmonar mediante la regulacion de los efectos
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vasoconstrictores, proinfamatorios y profibroticos de la Angiotensina Il en las células vasculares

y epiteliales pulmonares (65).

Muchos de las alteraciones fisiopatologicas conllevan un desajuste en la razon de
ventilacion/perfusion (V/Q) pulmonar (por ventilacion de espacio muerto o aparicion de shunt
derecha-izquierda), y la mecanica pulmonar se altera debido al edema pulmonar inflamatorio
favoreciendo el colapso pulmonar con atelectasias, agravando la insuficiencia respiratoria.
Adicionalmente, otros fenomenos agregados de la COVID-19 grave son la inflamacion endotelial
(endotelitis), la neovascularizacion y los eventos tromboticos (66,67). Estas alteraciones

fisiopatologicas se representan graficamente en la Figura 7.

Durante la fase inicial, el virus infecta los neumocitos alveolares tipo I y II y las células
endoteliales capilares. Estas células infectadas junto con el reclutamiento de neutrofilos, linfocitos
T y monocitos reclutados liberan moléculas de sefializacion inflamatoria. Con la progresion de la
enfermedad, se activarian los receptores de cininas en el endotelio pulmonar conduciendo a un
aumento de la permeabilidad vascular y activacion posterior de la coagulacion. Las citoquinas
proinflamatorias desreguladas (como factor de necrosis tisular, interleucina-1 e interleucina-6) y
la liberacion de oOxido nitrico también contribuyen a estos procesos, aumentando el edema
pulmonar inflamatorio, con la consiguiente formacion de membranas hialinas compatibles con
fases tempranas de SDRA. Los trastornos de la coagulacion por inmunotrombosis y disfuncion
endotelial se traducen en la formacion de microtrombos a nivel local pulmonar, que contribuye al

empeoramiento de la hipoxemia (Figura 8).

Estos mecanismos fisiopatoldgicos se corroboran con hallazgos histopatologicos en series de
autopsias, encontrando aumento del peso de los pulmones por edema y congestion junto con dafio
difuso del tracto respiratorio. Habitualmente, los alveolos se han encontrado llenos de fluido
alveolar proteico, fibrina y membranas hialinas, hallazgos consistentes con dafio alveolar difuso,
signo caracteristico de la lesion pulmonar aguda y del SDRA. También se observa un extenso
infiltrado inmunitario compuesto principalmente por macrofagos y monocitos activados, asi como

por linfocitos CD4+ y CD8+.

Finalmente, el tejido pulmonar presenta hallazgos vasculares caracteristicos, incluyendo signos
de microangiopatia (con microtrombos de plaquetas y fibrina) en los capilares alveolares, dafio
endotelial, patrones anormales de angiogénesis (a diferencia de pacientes con SDRA por

influenza HIN1), asi como particulas viricas intracelulares a nivel de las células endoteliales (64).
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Figura 7. Mecanismos de insuficiencia respiratoria hipoxémica en la COVID-19. Imagen extraida de
Marcin F Osuchowski, et al. The COVID-19 puzzle: deciphering pathophysiology and phenotypes of a new
disease entity. Lancet Respir Med 2021;9: 622-42 (67). Leyenda adaptada. Aunque todavia se debate, se
postula que los mecanismos compensatorios para mantener el aporte de oxigeno, como el aumento del
esfuerzo respiratorio, la vasoconstriccion hipoxica y aumento del gasto cardiaco, eventualmente pierden
eficacia con la progresion de la enfermedad. Se produce una mayor ventilacion del espacio muerto
secundaria a inflamacion endotelial y a microtrombosis, aumento de la permeabilidad de la membrana
alveolo-capilar por alveolitis produciendo edema pulmonar y aparicion de shunt secundario a atelectasias.

Todo ello reduce de forma sustancial la capacidad pulmonar de intercambio gaseoso.
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Figura 8. Mecanismos inflamatorios del dafio del epitelio pulmonar, lesiéon endotelial y coagulopatia-
asociada a COVID-19. Imagen extraida de Marcin F Osuchowski, et al. The COVID-19 puzzle: deciphering
pathophysiology and phenotypes of a new disease entity. Lancet Respir Med 2021;9: 622-42 (67).

También se han descrito signos de hemofagocitosis en el sistema linfatico pulmonar, lo cual
podria sugerir una respuesta similar al sindrome de tormenta citoquinica observado en pacientes
con infeccion grave por HIN1. De hecho, al inicio de la pandemia por COVID-19, multiples
estudios informaron de concentraciones plasmaticas elevadas de citoquinas inflamatorias, hecho
que impulsé hipotesis fisiopatologicas iniciales fundamentadas en un posible sindrome de
tormenta citoquinica. No obstante, una revision sistematica posterior reporté que los niveles de
citoquinas inflamatorias en pacientes criticos con COVID-19 (incluida la elevacion de
interleucina-6) fueron profundamente mas bajas que las reportadas en otras patologias como el
SDRA no COVID-19 o la sepsis, cuestionando el papel de la tormenta de citoquinas en la

fisiopatologia de la enfermedad (68).
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1.3.2.2 SDRA-asociado a COVID-19

El SDRA asociado a la COVID-19 comparte algunas caracteristicas del SDRA clésico por otras
patologias (69), como alteracion del intercambio gaseoso y hallazgos caracteristicos radiologicos.
Sin embargo, la combinacion de diferentes mecanismos patologicos en el SDRA-asociado a
COVID-19 se traduce en manifestaciones distintivas que hacen que deba considerarse como una

entidad unica.

Un ejemplo de ello, es la distensibilidad pulmonar (o compliance) normal que se ha observado en
algunos pacientes con SDRA-asociado a COVID-19, a diferencia del SDRA clasico. Estas
observaciones condujeron a diferentes expertos a proponer hipotesis sobre dos tipos de fenotipos
de SDRA-asociado a COVID-19, de acuerdo con la mecanica pulmonar de los pacientes.
Entonces, el tipo H estaria caracterizado por baja distensibilidad, alto shunt derecha-izquierda y
con alta capacidad de reclutamiento alveolar (similar al SDRA clasico), y el tipo L estaria definido
por una alta distensibilidad, baja relacion V/Q y baja capacidad de reclutamiento (70). Sin

embargo, estas hipotesis han sido motivo de controversia.

Otro aspecto clave a considerar del por qué el SDRA-asociado a COVID-19 se trata de una
entidad unica es el tiempo de enfermedad hasta su progresion a SDRA, que se produce
habitualmente entre 8 y 12 dias tras el inicio de los sintomas. Esto implica que la definicion por
si misma de SDRA clasico de acuerdo con los criterios de Berlin no se cumple (71) por lo que,
probablemente, existan ciertas bases fisiopatologicas de la COVID-19 alin por descubrir.
Asimismo, dichas brechas en el conocimiento de la enfermedad dificultan su entendimiento y
generan una necesidad urgente de alcanzar evidencia cientifica para poder desarrollar nuevos
tratamientos basados en su fisiopatologia (72). Por consiguiente, diversos estudios han reportado
diferentes fenotipos clinicos de enfermedad por COVID-19, tanto en pacientes hospitalizados
(73), como en pacientes criticos (30). En particular, el estudio multicéntrico de Rodriguez et al
(30), observo tres fenotipos homogéneos entre si (tipo A, B y C) de pacientes ingresados en UCI
por COVID-19 grave, que estaban asociados de forma significativa con distintos grados de
gravedad, inflamacion sistémica, disfuncion organica, asi como de mortalidad (20.3%, 25% y
45.4% para los fenotipos A, B y C respectivamente). Con ello se pone de manifiesto que los
pacientes criticos con COVID-19 pueden presentar distintos factores de riesgo y/o fenotipos
especificos, hecho que puede tener relevancia en la practica clinica diaria de los mismos, sirviendo
de punto de partida para disefiar estrategias de tratamiento dirigidas a cada subgrupo de pacientes,
alineandose de esta forma con una medicina intensiva mas personalizada. No obstante, se requiere
mas evidencia cientifica para la validacion de los fenotipos clinicos para que estos puedan ser

aplicados de forma rutinaria en el cuidado de los pacientes.
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En consonancia con lo anterior, y en referencia a las peculiaridades manifiestas del SDRA-
asociado a COVID-19, una reciente revision propone nuevos procesos biologicos que podrian
ayudar a conocer mejor algunos mecanismos patogenéticos de la enfermedad (74). Basados en
estudios clinicos, proteémicos, genémicos y de autopsias, consideran que la enfermedad grave
por COVID-19 seria el resultado de la conexion de tres procesos fisiopatologicos basicos
caracterizados por un sindrome de activacion de macrofagos pulmonares con inflamacion
exagerada, endotelitis mediada por el complemento junto con microangiopatia trombotica
(inmunotrombosis). Ademas, los autores generan cierta controversia al proponer que los hallazgos
clinicos, radiologicos e histopatologicos de la enfermedad por COVID-19 grave, se asemejan mas
a un patron de neumonia organizada que a un SDRA clasico. Aunque en la mayoria de estudios
anatomopatologicos se ha observado dafio alveolar difuso en aquellos casos graves, también hay
datos reportados que sugieren que la neumonia organizada representa el patron predominante en

algunos sujetos (hasta el 26%) (75,76).

1.3.2.3 Neumonia viral y co-infeccion bacteriana respiratoria

Al inicio de la pandemia por COVID-19, se asumi6 que la neumonia grave por SARS-CoV-2
podria estar frecuentemente asociada con co-infeccion bacteriana de forma similar a lo observado
anteriormente en las pandemias por gripe, hecho que hizo que las recomendaciones iniciales por
parte de la OMS (77) fueran administrar antibioterapia empirica de forma precoz. No obstante,
estudios posteriores han puesto de manifiesto que la incidencia de co-infeccion bacteriana en
COVID-19 grave es significativamente menor respecto de la gripe grave (78). Esta incidencia
segun los estudios varia entre el 3.5 y el 8% (78-81). Los patdogenos mas cominmente
identificados en las muestras respiratorias han sido el S. pneumoniae, S. aureus meticilina sensible

y H. influenzae.

Similares hallazgos se obtuvieron mediante un estudio multicéntrico realizado en base al registro
COVID-19 SEMICYUC Working Group, en el que la incidencia de co-infeccion bacteriana
durante la primera y segunda/tercera oleada de la pandemia por COVID-19 fue del 9.6 y 7.6%,
respectivamente (29). Sin embargo, a pesar de estos resultados, la administracion de
antibioterapia al ingreso en UCI de los pacientes s6lo disminuy6 del 93.1 al 61.2% durante esos
periodos. Los motivos fisiopatologicos del por qué se reportan estas incidencias menores en
comparacion con la gripe grave aun deben ser aclaradas. Aln asi, de acuerdo a las incidencias
observadas, no estaria justificada la antibioterapia empirica de forma generalizada con lo que
deberian usarse diferentes herramientas diagndsticas en la practica clinica (como el uso de la
procalcitonina (82), que puedan ayudar a descartar la presencia de co-infeccién bacteriana y, de

ese modo, evitar el consumo inapropiado e irracional de antibidticos.
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1.3.2.4 Manifestaciones extrapulmonares

Sustancialmente, la COVID-19 grave puede manifestarse con miltiples complicaciones
extrapulmonares (Tabla 3). Muchas de ellas son atribuidas a la diseminacion vascular del propio
virus, mientras que otras estan asociadas a la propia enfermedad critica. No obstante, tanto la

endotelitis pulmonar como la sistémica es una caracteristica distinguible de la enfermedad

(65,67).

Tabla 3. Manifestaciones extrapulmonares de la COVID-19 grave.

Manifestaciones extrapulmonares

Cardiovasculares

Renales

Sistema nervioso

central

Gastrointestinales

Endocrinologicas

Piel

Miocarditis, disfuncién miocardica, trombosis o
tromboembolismo, endotelitis, arritmias (frecuentemente
bradicardia), shock cardiogénico, isquemia miocardica,

miocardiopatia, microtrombosis

Insuficiencia renal aguda, proteinuria, hematuria, acidosis

metabolica, alteraciones electroliticas

Cefalea, encefalitis/encefalopatia, ageusia, anosmia, enfermedad

cerebrovascular (ictus), sindrome Guillain Barré, edema cerebral

Nauseas, vomitos, diarrea, isquemia mesentérica, alteracion de

perfil hepatico

Hiperglicemia, cetoacidosis diabética

Petequias, livideces, rash, urticaria
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1.3.2.5 Infecciones bacterianas respiratorias secundarias/Superinfecciones

Los pacientes criticos con COVID-19 tienen un riesgo elevado de presentar complicaciones
infecciosas (especialmente respiratorias, aunque también bacteriemias relacionadas con catéter,
infecciones urinarias y abdominales entre otras), debido a un conjunto de factores de riesgo que
habitualmente coexisten. Un factor clave es la larga duracion de la VMI, frecuentemente mas alla
de los 20 dias (83). El propio SDRA con lesion pulmonar junto con maniobras frecuentes de
posicion de dectbito prono como parte adyuvante al soporte respiratorio también pueden
favorecer las superinfecciones. En efecto, la enfermedad por si misma ya condiciona una
disfuncion del sistema inmunitario (limfopenia con reduccion CD4 y CD8, disminucion de
interferon gamma, etc.), resultando asi en una mayor probabilidad de padecer infecciones
secundarias. No solo se combinan los factores mencionados, sino que también se afiaden multiples
tratamientos usados para el manejo de la COVID-19 grave que aumentan el riesgo de NAV, como
los corticoides sistémicos (84,85) u otras medicaciones co-adyuvantes (inhibidores de citoquinas,
inhibidores del complemento, etc.) que desajustan aun mas el sistema inmunolégico (84). El
desarrollo de infecciones nosocomiales claramente impacta negativamente en los resultados y en
la mortalidad. La superinfeccion respiratoria mas comtin en los pacientes con COVID-19 grave
es laNAV. Dos grandes estudios multicéntricos a nivel europeo han llegado a reportar incidencias
de infecciones secundarias del tracto respiratorio inferior del 50-58% (86,87). Los
microorganismos mas comunes responsables de dichas superinfecciones son los bacilos
gramnegativos incluyendo la Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., Klebsiella spp. y

Escherichia coli seguidos por los cocos grampositivos, principalmente Staphylococcus aureus.

Del mismo modo que la influenza, la superinfeccion por hongos como la Aspergillosis pulmonar
invasiva en pacientes con COVID-19 requiere especial mencion debido a la creciente incidencia
reportada, aunque todavia limitada, y al marcado impacto en la mortalidad. Esta entidad, se ha
denominado COVID-19-Associated Pulmonary Aspergillosis (CAPA). Los factores de riesgo
implicados en el desarrollo de CAPA son la lesion pulmonar directa por la infeccion viral, las
comorbilidades previas, el desarrollo de SDRA, el tratamiento antibidtico de amplio espectro y
especialmente el tratamiento concomitante con corticoides y/o terapias inmunomoduladoras
(88,89). La incidencia real de CAPA atin no se ha determinado con claridad, probablemente por
haberse infradiagnosticado al tener unos criterios de definicion imprecisos y por ser un desafio su
reconocimiento clinico aunque, recientemente, se ha estimado que su incidencia esta cercana al
8.6-13.5% (90,91). Considerablemente, la CAPA comporta una elevada mortalidad (48.4%) (91).
Aun asi, un estudio comparativo entre IAPA vs CAPA reportd que, aunque la mortalidad era
mayor en aquellos pacientes que padecieron infeccidon secundaria por Aspergillus spp. respecto

de los que no la tuvieron, no hubo diferencias en la mortalidad entre ambas entidades (92).
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1.4 Tratamiento

1.4.1 Influenza grave

1.4.1.1 Vacunacion

Indiscutiblemente, el mejor tratamiento de una enfermedad es la prevencion y, en el caso de la
gripe, ésta es la vacunacion. Es bien conocido que los virus influenza normalmente circulan cada
afio desde finales de otofio hasta principios de la primavera y que pueden afectar de forma
potencialmente grave requiriendo hospitalizacion en personas susceptibles, particularmente en
adultos mayores, nifios muy pequefios, embarazadas o aquellas con enfermedades cronicas (u
otros factores de riesgo descritos en la Tabla 2). De hecho, la vacunacion anual de rutina contra
la influenza se recomienda para todas las personas de mas de seis meses de edad que no tengan
contraindicaciones de acuerdo con el CDC desde 2010 (93). Actualmente, se espera que todas las
vacunas contra la influenza estacional disponibles para la temporada 2021-22 seran tetravalentes
y contendran hemaglutinina derivada de un virus de influenza A(HIN1)pdm09, un A(H3N2) y
dos de influenza B (dos linajes distintos). Sin embargo, entre los diferentes tipos de vacuna
(influenza tetravalente inactivada, influenza recombinante o influenza viva atenuada), no existen
preferencias de administracion entre una u otra. La vacunacion brinda una proteccion importante
contra la gripe y sus complicaciones llegando a prevenir hospitalizaciones, asi como miles de
muertes por causas respiratorias y/o cardiocirculatorias asociadas a la enfermedad. Sin embargo,
su eficacia depende de diversos factores como la edad, el estado de salud previo o los subtipos de
virus influenza circulantes en la comunidad. Por ello, existen casos que, a pesar de recibir la
vacunacion, pueden llegar a desarrollar gripe grave y que requieran de tratamiento de soporte o

farmacologico.

1.4.1.2 Tratamiento de soporte

Los pacientes que presentan complicaciones graves por influenza como la afectacion del tracto
inferior de vias respiratorias por neumonia viral primaria y/o progresion a SDRA, requeriran
principalmente soporte respiratorio por insuficiencia respiratoria aguda hipoxémica. El pilar
fundamental del soporte respiratorio inicial se basara en oxigenoterapia convencional para
mantener una adecuada oxigenacion de los organos y tejidos. La experiencia con la
oxigenoterapia de alto flujo (OAF) en pacientes con gripe grave es escasa dado que es un
dispositivo relativamente nuevo. Més experiencia y datos existen sobre el uso de la ventilacion
mecanica no invasiva (VMNI), aunque ha sido motivo de gran controversia. Aproximadamente,

un 30% de los pacientes durante la pandemia de 2009 fueron manejados inicialmente con VMNI,
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observandose una alta tasa de fracaso (56.8%), lo cual conlleva mayor mortalidad (38.4 vs 6.3%,
p<0.001) comparado con aquellos en los que la VMNI fue exitosa, muy probablemente en
relacion al retraso en la intubacion orotraqueal y necesidad de VMI (94). En efecto, estos datos
plantearon posteriormente la posible contraindicacion de la VMNI como herramienta de
oxigenoterapia inicial en los pacientes con gripe grave. Si bien, la tasa de éxito de la VMNI podria
ser ligeramente mas elevada en algunos casos especificos, se podria considerar su uso en aquellos
centros con alta experiencia en la utilizacion de VMNI, en aquellos pacientes con bajo grado de
disfuncion organica medido por Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) menor de 5,
pacientes con reagudizacion de EPOC o aquellos con menos de dos cuadrantes de afectacion

pulmonar por infiltrados en la radiografia de torax.

Muchos pacientes con insuficiencia respiratoria grave por neumonia viral/SDRA precisan
intubacion orotraqueal y VMI precoz, situacion que puede condicionar una mortalidad del 20% o
mayor. La estrategia ventilatoria recomendada para los pacientes con VMI se basa en la
ventilacion protectora, primordial en el manejo del SDRA cuyo principio basico es optimizar los
parametros ventilatorios de modo que se evite en la medida de lo posible el colapso pulmonar
(atelectasias) y reapertura ciclica de las unidades alveolares cerradas, impidiendo también de esta
forma la sobredistension de parénquima pulmonar sano. De acuerdo con las guias clinicas mas

recientes del SDRA (95), los objetivos de su manejo se resumen en la Tabla 4.

Tabla. 4. Estrategias de manejo del SDRA.

Estrategias

Ventilacion protectora:
Volumen tidal/corriente (Vt) en torno 6 ml/Kg peso corporal ideal
Presion Plateau/alveolar < 30 cmH20

Positive end-expiratory pressure (PEEP) moderadas/elevadas

Bloqueo neuromuscular precoz
Posicion de decubito prono
Minimizar el desreclutamiento con desconexiones y/o aspiraciones endotraqueales

Emplear estrategias para disminuir la incidencia de NAV

Derivacion a centro referente para uso de membrana de oxigenacion extracorporea (ECMO) en

SDRA grave refractario a todas las medidas aplicadas y segun criterios de indicacion
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Conviene mencionar que los pacientes con gripe grave también pueden presentar shock de
etiologia séptica, miopericarditis, disfunciéon ventricular o reagudizaciones de enfermedades
cardiovasculares cronicas, pudiendo necesitar soporte con vasopresores, inotropos o incluso

ECMO.

1.4.1.3 Tratamiento farmacologico

El tratamiento de la gripe grave es vital para reducir la mortalidad y morbilidad. En la practica,
éste se puede dividir en tres bloques: tratamiento antiviral, tratamiento adyuvante

inmunomodulador y, tratamiento de la co-infeccion si coexiste (96).

1.4.1.3.1 Antivirales

Actualmente, a pesar de que atn subsisten brechas en el conocimiento sobre el manejo de la gripe
grave (97), el tratamiento médico se focaliza en la administracion precoz de tratamiento antiviral.
Segtin las ultimas guias de practica clinica del 2018 de la Infectious Diseases Society of America
(IDSA), se recomienda que se debe administrar tratamiento antiviral en monoterapia tan pronto
como sea posible en la gripe sospechada o confirmada, independientemente del estado de
vacunacion, en todos aquellos pacientes que presentan gravedad, progresion o complicaciones de
la enfermedad, sujetos con factores de riesgo de complicaciones o que requieran hospitalizacion

(98).

Los inhibidores de la neuraminidasa (NAls) incluyen el oseltamivir, zanamivir, peramivir y
laninamivir. Surgieron en los afios 90 y tienen actividad frente al virus influenza A y B. Actlian
bloqueando la replicacion del virus e inhibiendo la liberacion de los viriones de la célula infectada,
por lo que impiden la infeccion de nuevas células y, por lo tanto, interrumpen la difusion de la
infeccion en el tracto respiratorio (99). El antiviral 6ptimo para el tratamiento de la gripe grave y
el mas usado de forma generalizada es el oseltamivir, dado que la evidencia del zanamivir en
pacientes criticos es limitada. La Tabla 5 resume los principales tratamientos antivirales para

tratar la infeccion por virus influenza.
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Tabla 5. Principales tratamientos antivirales de la influenza (96,99).

Mecanismo accion/ Efectos
Antiviral Dosis Duracion Comentario
Actividad secundarios
El mas ampliamente
75mg/12h oral -
utilizado. Alta
CICr 30-60: 30 mg/12h oral 5 dias o o
NAI Nauseas, biodisponibilidad oral en
CICr 10-30: 30 mg/24h oral ] ) )
Oseltamivir vomitos, pacientes criticos.
CICr <10: No hay datos 10 dias ) )
Influenza Ay B o . cefalea Evidencia moderada en
HD: 30 mg post dialysis (gripe grave) o
hospitalizados.
TCRR: datos limitados*
Preferible en embarazadas
Primer NAI descubierto. No
hay datos en pacientes
Rash Y P
NAI criticos. No recomendado
Zanamivir 10 mg (2 inhalaciones 5mg)/12h 5 dias o en hiperreactividad
Nebulizacion )
Influenza A y B bronquial por
contraindicada
broncoespasmo.
NAI Primer NAI aprobado
Peramivir 600 mg/24h intravenoso 5 dias Diarrea, rash intravenoso. Indicado para
Influenza A y B gripe no complicada
NAI
) . Buena Solo aprobado en Japon
Laninamivir 40 mg inhalado unica dosis ) ) o
tolerancia Evidencia limitada
Influenza Ay B
Adamantanos
] Usados durante 30 afios
) (inhibidores canal Sistema )
Amantadina y o . previo a NAls. En desuso
i6nico M2) -— - nervioso ) .
rimantidina por alta tasa de resistencias
central
a nivel global
Sélo Influenza A
Actualmente aprobado para
gripe no complicada y <2
Inhibicién Peso 40-80 Kg: 40 mg/oral ) )
Baloxavir unica dosis dias sintomas.
endonucleasa Peso >80 Kg: 80 mg/oral

Puede tratar virus con

resistencia a NAI

CICr: Aclaramiento de creatinina. HD: hemodialisis. TCRR: técnicas continuas de reemplazo renal. NAI: inhibidores

de la neuraminidasa. *Las dosis en TCRR deben ser disminuidas (incluso monitorizadas).
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Oseltamivir se administra en forma de pro-firmaco (oseltamivir fosfato), absorbiéndose
rapidamente a través de la mucosa gastrointestinal (con una biodisponibilidad oral del 80%) y es
metabolizado por carboxilasas hepaticas a su forma activa, carboxilato de oseltamivir. Alcanza
su pico de concentracion plasmatica a las 3-4 horas y su volumen de distribucion es similar al del
agua total corporal. También se puede detectar a una concentracion terapéutica en los tejidos
afectados por el virus, incluidos los pulmones, la traquea, la nariz y mucosas. La eliminacion es
principalmente renal, por lo tanto, las dosis deben ajustarse en aquellos con insuficiencia renal.
Generalmente, la tolerancia al farmaco es buena, presentando como reacciones adversas mas
comunes nauseas y vomitos, aunque en pacientes criticos bajo sedacion tienen escasa relevancia

clinica.

La dosis recomendada de oseltamivir es de 75 mg dos veces al dia, durante 5 dias. Se llego a
sugerir que estas dosis podian ser dobladas en pacientes criticos, debido a la reducida absorcion
gastrointestinal en dichos pacientes. Sin embargo, posteriormente se han reportado datos
mostrando que la absorcion del oseltamivir en pacientes criticos es buena (incluido en sujetos
obesos), sin beneficio clinico del aumento de dosis del antiviral (100,101). Lo que pareceria ser
mas relevante que la dosificacion, es la duracion del tratamiento. La diseminacion viral puede
estar prolongada en los pacientes criticos con gripe grave con neumonia o sujetos con
inmunosupresion, por lo que, en éstos casos se aconseja prolongar el tratamiento hasta los 10 dias

(96,98).

Un meta-analisis de ensayos clinicos aleatorizados (ECA) controlados con placebo en adultos,
reportd beneficio clinico con la administracion de oseltamivir en la reduccion de la duracion de
la sintomatologia y del riesgo de algunas complicaciones (como el desarrollo de neumonia viral)
asociadas a la gripe (102). Aun asi, durante afios se generd debate en la comunidad cientifica
respecto a los beneficios del oseltamivir, fundamentados en que la mejoria clinica inicamente era
la reduccion de la sintomatologia en un dia. No obstante, estos estudios fueron realizados en
pacientes no hospitalizados con gripe leve, cuyos resultados no se pueden extrapolar a los
pacientes que presentan gripe complicada o grave. Desafortunadamente, no se han realizado ECA
en pacientes hospitalizados con gripe evaluando la eficacia de los NAls, ya que se plantearian
dudas éticas a la hora de aleatorizar pacientes criticos con gripe grave a recibir tratamiento
antiviral vs no tratamiento. Por ello, la evidencia cientifica que avala el tratamiento antiviral en
pacientes graves con gripe se basa exclusivamente en numerosos estudios observacionales, en los
que se ha reportado beneficio clinico del oseltamivir observando reduccion de la estancia

hospitalaria y del riesgo de muerte, incluso en pacientes criticos (103).
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Quizas, el estudio con mas impacto en la comunidad cientifica que evalu¢ la eficacia de los NAls
en pacientes hospitalizados, fue el gran meta-analisis con datos individuales de participantes de
38 paises incluyendo un total de 78 estudios realizado por Muthuri et al. (104), en el que
reportaron una reduccion del 38 % en el riesgo de mortalidad en adultos criticos al comparar el
tratamiento temprano con NAI (< 48 horas desde el inicio de los sintomas) con el tratamiento
tardio (> 48 horas), y una reduccion del 69 % en el riesgo de mortalidad entre los que recibieron
tratamiento antiviral precoz respecto a aquellos que no recibieron antivirales. Adicionalmente,
observaron un aumento del riesgo de muerte con cada dia de retraso del tratamiento antiviral con
NAIs hasta el dia 5, en comparacion con el tratamiento iniciado de forma precoz (< 2 dias del
inicio de la sintomatologia). No obstante, el estudio llegd a ser criticado por sus posibles sesgos

relacionados con la naturaleza observacional de los estudios incluidos (105).

De hecho, fue en los afios posteriores a la pandemia de gripe del 2009 cuando empezaron a surgir
estudios observacionales que reportaron la importancia de la precocidad del tratamiento antiviral
al observar que un inicio precoz de los NAIs (especialmente cuando se administraba en las
primeras 48 horas del inicio de los sintomas), podria estar asociado con mejores resultados
clinicos, incluyendo mayor supervivencia (106). Sin embargo, pocos evaluaron rigurosamente el
impacto especifico de la efectividad de los NAls, generando controversia y siendo criticados en
gran parte por los posibles sesgos que presentaban por su caracter observacional, como sesgo de
seleccion, débil ajuste por factores de confusion, muestras pequeiias y sesgo de tiempo immortal

(106,107).

Por consiguiente, debido a la escasez de evidencia robusta en pacientes con gripe grave respecto
a la efectividad del tratamiento antiviral precoz, el primer estudio que conforma esta tesis doctoral
trata de aportar mayor calidad a la literatura cientifica existente hasta el momento referente a la
efectividad del tratamiento precoz con oseltamivir en pacientes criticos con neumonia por

influenza.

Finalmente, un area de gran preocupacion es la resistencia antiviral. Una caracteristica distintiva
de los virus influenza es que las mutaciones ocurren con frecuencia y de manera impredecible en
los ocho segmentos de su genoma, especialmente en el gen HA. De hecho, nunca se puede
descartar la aparicion de un virus inherentemente mas virulento durante el curso de una pandemia.
En este sentido, se han identificado varias mutaciones que confieren resistencia a los NAls (99).
De acuerdo con las ultimas recomendaciones de la IDSA, se puede considerar evaluar la posible
resistencia a los NAls en aquellos pacientes hospitalizados en situacion de inmunosupresion con
persistencia de la enfermedad y evidencia de replicacion viral prolongada del virus mas alla de 7-

10 dias (mediante pruebas moleculares de “reverse transcription-polymerase chain reaction” [rt-
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PCR] o cultivos virales), o en aquellos pacientes con influenza grave con falta de resolucion
clinica con tratamiento antiviral con NAIs y evidencia de replicacion viral persistente tras 7-10

dias.

1.4.1.3.2 Tratamiento coadyuvante inmunomodulador

Junto con el tratamiento antiviral, cuyo objetivo es la inhibicion de la replicacion viral, se ha
utilizado ampliamente como terapia coadyuvante una serie de firmacos que tienen como objetivo
amortiguar la respuesta proinflamatoria del huésped secundaria a la infeccion grave por influenza.
Distintos grupos de farmacos co-adyuvantes se han investigado en este ambito por sus efectos
inmunomoduladores y antiinflamatorios como los macrélidos, estatinas, inhibidores de la
ciclooxigenasa o agonistas de receptores activados por el proliferador de peroxisomas. No

obstante, el tratamiento mas utilizado de forma global han sido los corticosteroides.

Los corticosteroides tienen un efecto extenso sobre distintos procesos bioldgicos, incluida la
reduccion de la inflamacion (108). En el area de la medicina intensiva, estan indicados en
diferentes contextos clinicos como la reagudizacion de EPOC y asma, tratamiento de rescate del
shock séptico refractario, en meningitis neumocdcica y meningococica y puede considerarse
incluso en neumonia comunitaria grave y/o SDRA. Como se detalla anteriormente, la infeccion
grave por influenza produce lesion pulmonar aguda con inflamacion local y sistémica, en
ocasiones descontrolada. Esta respuesta inflamatoria estd mediada por una respuesta innata
excesiva con gran liberacion de citoquinas proinflamatorias, dando como resultado el dafio
alveolar difuso. Los corticosteroides tienen varias propiedades antiinflamatorias,
inmunomoduladores y vasculares, incluida la inhibiciéon de citoquinas proinflamatorias, la
reduccion del trafico de leucocitos, y el mantenimiento de la integridad endotelial, asi como de la
permeabilidad vascular. Acorde con estos efectos y su posible plausibilidad biologica, los
corticosteroides se han usado de forma generalizada como una opciéon coadyuvante para el
tratamiento de la gripe grave, aunque sus propiedades inmunomoduladores en el contexto de

infeccion por influenza son controvertidas.

Del mismo modo que la efectividad del tratamiento antiviral en pacientes con gripe grave, la
corticoterapia carece de evidencia cientifica solida, dado que no existen datos derivados de ECA
que evaluen la eficacia de dicho tratamiento coadyuvante. Durante la pandemia de gripe de 2009,
el tratamiento con corticosteroides se utilizé de forma generalizada, a pesar de que la evidencia
procedente de datos observacionales no fue concluyente (109,110), con datos favorables (111) y
desfavorables (112,113). Posteriormente, en una revision sistematica y meta-analisis realizada en

2016 por la Cochrane incluyendo 13 estudios observacionales y 1917 pacientes con gripe
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A(HIN1)pdm09 (114), encontraron que la administracion de corticosteroides se asocio de forma
estadisticamente significativa con mayor mortalidad con un Odds ratio (OR) de 3.06, intervalo de
confianza del 95% (IC 95%) de 1.58-5.92, ademas de datos sugestivos de su asociacion con mayor
tasa de infecciones hospitalarias. No obstante, los autores concluyeron que la calidad de la
evidencia era muy baja y con elevada posibilidad de sesgo de confusion por indicacion, siendo
necesarios mas estudios de alta calidad para determinar realmente la efectividad de los

corticosteroides en pacientes con influenza grave.

Dichas conclusiones junto con la escasez de datos clinicos de calidad en la evidencia cientifica,
promovio la realizacion del segundo estudio publicado que conforma esta tesis doctoral, con la
intencion de arrojar luz en la incertidumbre del beneficio de los corticosteroides en los pacientes

criticos con gripe.

1.4.1.3.3 Tratamiento de la co-infeccion

Como se mencion6 previamente, la co-infeccion bacteriana es frecuente en la gripe grave y
condiciona peores resultados clinicos, incluyendo menor supervivencia. El diagnostico precoz al
ingreso en UCI es crucial, para poder realizar un tratamiento antimicrobiano apropiado una vez
se dispongan de los resultados de los cultivos microbioldgicos de vias respiratorias inferiores.
Desde el punto de vista clinico-practico, se aconseja el uso empirico de antibidticos mediante la
combinacion de cefalosporinas de tercera generacion (pe. ceftriaxona) asociado a un macrolido
(pe. claritromicina), de acuerdo a los microorganismos comunitarios mas frecuentes asociados
con la co-infeccion bacteriana en la influenza grave (96). En ocasiones, el tratamiento
antipseudomonico puede incluso ser necesario en caso de factores de riesgo de co-infeccion por
P. aeruginosa (EPOC severo, bronquiectasias, tratamiento con corticoides previos, etc.). Por otro
lado, puede ser necesario el tratamiento antifingico (pe. Voriconazol) en casos de IAPA
dependiendo de la prevalencia de dicha entidad segun el area geografica o factores de riesgo de

los pacientes.

1.4.2. Virus SARS-CoV-2

1.4.2.1 Vacunacion

Al igual que la influenza y cualquier otra enfermedad viral, la prevencion de la enfermedad
COVID-19 con la vacunacion es la mejor opcion estratégica de tratamiento. Sin embargo, dado

que el virus SARS-CoV-2 emergié como un nuevo coronavirus causante de enfermedad en el ser

humano, al inicio de la pandemia no se disponian de vacunas frente al virus, de tal modo que, las
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medidas para prevenir su propagacion eran unicamente no farmacologicas, como el
distanciamiento social, uso de mascarillas, teletrabajo y cuarentenas impuestas por los gobiernos.

Aun asi, el virus fue responsable de una de las pandemias méas desoladoras de la historia.

Tan pronto como se descubrio la secuencia completa del genoma del virus y se determinaron las
estructuras de varias proteinas virales, rdpidamente se pusieron en marcha organizaciones,
instituciones y la industria farmacéutica para el desarrollo de nuevas vacunas seguras y efectivas
para poder llegar a controlar la diseminacion global de la enfermedad, evitar enfermedades graves
e incluso a disminuir la mortalidad. Nueve meses después la declaracion de la pandemia, en
diciembre de 2020, el Reino Unido fue el primer pais en aprobar el uso de la primera vacuna de
ARNm BNT162b2 efectiva. En octubre de 2021, ya habia mas de 300 vacunas en desarrollo,
aunque, en la actualidad nueve de ellas son las mas administradas globalmente (115). A dia de
hoy (abril 2022), un total de 4500 millones de personas han recibido la pauta de vacunacion
completa segiin datos de la OMS, aunque esto significa que solo el 57.5% del mundo ha sido

completamente inmunizado.

1.4.2.2 Tratamiento de soporte

El tratamiento de soporte mas necesitado en la enfermedad COVID-19 grave es el respiratorio.
La alta tasa de VMI precoz (en torno al 95% de los casos) al inicio de la pandemia (116), provocod
una gran preocupacion generalizada por la falta de respiradores durante las primeras oleadas. Esta
escasez de recursos de soporte respiratorio propicioé que en cierta medida, durante las siguientes
oleadas de la pandemia se priorizaran estrategias no invasivas de soporte respiratorio como la
OAF y/o la VMNI (29). Cada vez existen mas estudios (117,118) sobre los posibles beneficios
del OAF en reducir la necesidad de VMI, incluso de poder llegar a mejorar la supervivencia, asi
como datos clinicos sobre la ausencia de beneficio clinico respecto a la VMNI (incluso pudiendo
aumentar la mortalidad), aunque se necesita evidencia fuerte para poder confirmar dichos
resultados. El manejo de los pacientes sometidos a VMI ha seguido las estrategias clasicas de
manejo del SDRA resumidas en la Tabla 4, requiriendo una mencion especial la alta tasa de
maniobras de decubito prono como manejo de la hipoxemia severa. Adicionalmente, en casos de
insuficiencia respiratoria refractaria se ha utilizado la ECMO, aunque se han reportado elevadas
tasas de mortalidad (36.9%-51.9%) (119). Otras medidas de soporte como drogas vasopresoras,
inotropos, técnicas de depuracion extrarenal, traqueostomia, etc. pueden ser necesarias en el

contexto de la enfermedad critica.
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1.4.2.3 Tratamiento farmacologico

El gran desconocimiento de la enfermedad COVID-19 junto con la inundacién de los sistemas
sanitarios con pacientes graves al inicio de la pandemia, gener6 gran preocupacion y ansiedad en
la comunidad cientifica por la inexistencia de tratamientos seguros y eficaces para combatir la
enfermedad y que pudieran reducir la alta incidencia de mortalidad. Esta situacion de
incertidumbre derivo en el uso infundado de una serie de farmacos a los pacientes hospitalizados
con COVID-19 grave o criticos, que posteriormente se han contraindicado por falta de beneficio
clinico e, incluso, por evidencia de perjuicio (120). Entre algunos de estos farmacos se encuentran
antivirales (lopinavir/ritonavir, hidroxicloroquina, interferon beta, ivermectina), plasma
convaleciente, anticoagulacion terapéutica como profilaxis o inmunoglobulinas, entre otros.
Conforme a lo anterior mencionado, Unicamente se discutiran en mayor profundidad los

tratamientos que han mostrado beneficio clinico y/o disminucion en la mortalidad.

Desde una perspectiva fisiopatologica, los tratamientos antivirales dirigidos a la replicacion viral
podrian ser mas efectivos en las fases iniciales de la infeccion, mientras que, en una fase mas
tardia de la enfermedad, en la que existe una respuesta inmunitaria excesiva e inapropiada, los
tratamientos antiinflamatorios e inmunomoduladores podrian tener mayor plausibilidad
biologica. En consecuencia, el tratamiento farmacoldgico actualmente mas usado de forma
generalizada y basado en la existente evidencia cientifica es el tratamiento antiviral y el

tratamiento antiinflamatorio/inmunomodulador.

1.4.2.3.1 Tratamiento antiviral

Desafortunadamente, hoy en dia sigue sin haberse descubierto un tratamiento antiviral efectivo
para los pacientes criticos con COVID-19. El unico antiviral que parece tener un lugar en el
paciente hospitalizado con enfermedad moderada (aquellos con necesidad de oxigenoterapia
convencional y bajo flujo de oxigeno), es el remdesivir. Es un profarmaco de nucleétidos de un
analogo de adenosina. Se une a la polimerasa de ARN dependiente de ARN viral e inhibe la
replicacion viral al interrumpir prematuramente la transcripcion de ARN. Remdesivir ha
demostrado actividad in vitro contra el SARS-CoV-2. Ademads, es el unico actualmente aprobado
por la Food and Drug Administration (FDA). No obstante, segiin la evidencia cientifica mas
relevante hasta el momento (121,122), remdesivir parece tener Uinicamente un modesto efecto
beneficioso reduciendo el tiempo hasta la recuperacion en la COVID-19 leve-moderada (no
criticos), aunque no se ha observado un claro impacto significativo ni en la supervivencia ni en

otros resultados.
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1.4.2.3.2 Tratamiento antiinflamatorio/inmunomodulador

1.4.2.3.2.1 Corticosteroides

El tratamiento que ha marcado un punto de inflexion transcendente en el manejo de la COVID-
19 durante la pandemia ha sido el uso de corticosteroides. Sorprendentemente, y en contra de
estudios observacionales existentes referentes a enfermedades virales previas (como el severe
acute respiratory syndrome (SARS)-CoV, Middle East respiratory syndrome (MERS)-CoV, el
influenza o el virus respiratorio sincitial), en las que los corticosteroides se asociaron con
resultados adversos (complicaciones, prolongacion de la diseminacion viral e incluso mayor
mortalidad en el caso de la influenza) (123), el tratamiento con corticosteroides fue el primer
tratamiento en demostrar una reduccion significativa de la mortalidad en pacientes con infeccion

viral grave y critica por SARS-CoV-2.

En base a la evidencia derivada del uso de corticosteroides en neumonias virales previas, durante
los primeros meses de la pandemia por SARS-CoV-2 no se recomendaba su administracion hasta
que, en julio de 2020, se publicaron los resultados preliminares del ensayo clinico RECOVERY
(124), donde se reportd una reduccion significativa de la mortalidad a los 28 dias con el uso de
dexametasona en aquellos pacientes que requirieron cualquier tipo de oxigenoterapia. Se tratd de
un estudio aleatorizado, controlado y abierto, incluyendo 6425 pacientes (1007 de los cuales en
VMI), asignados a recibir 6 mg/dia de dexametasona durante 10 dias vs tratamiento estandar. En
global, la mortalidad a los 28 dias fue significativamente menor en el grupo de dexametasona
comparado con el grupo control (22.9 vs 25.7%, razon de tasa ajustada por edad 0.83, IC 95%
0.75-0.93). En concreto, la reduccion en la mortalidad con el uso de dexametasona fue mas notoria
en el subgrupo de pacientes con VMI en el momento de la asignacion (29.3 vs. 41.4%, razén de
tasa 0.64, IC 95% 0.51-0.81). Si bien es cierto que la base fisiopatologica del beneficio clinico de
los corticosteroides en el contexto de la COVID-19 no esta del todo clara, podria existir
plausibilidad biolégica por la capacidad de los corticosteroides de amortiguar la inflamacion

exagerada debida a la desregulacion de la respuesta inmune del huésped entre otras razones (125).

Estos resultados promovieron que, de forma inmediata, se realizara un meta-analisis por parte del
grupo de trabajo de evaluacion rapida de la evidencia para el tratamiento de la COVID-19 de la
OMS, donde se agruparon los datos clinicos disponibles hasta el momento de siete ECA que
investigaban la efectividad del tratamiento con corticosteroides en pacientes criticos con COVID-
19, incluyendo un total de 1703 sujetos (126). Los autores concluyeron que la administracion de
corticosteroides sistémicos en pacientes criticos con COVID-19, disminuia significativamente la

mortalidad a los 28 dias comparado con tratamiento estandar o placebo. Consecuentemente, los
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ensayos clinicos que altn estaban en proceso de investigacion de la efectividad de los
corticosteroides se suspendieron y el manejo de los pacientes hospitalizados y/o criticos con
infeccion por SARS-CoV-2 cambi6 pronunciadamente. De hecho, la tasa de administracion de
corticosteroides aumentd marcadamente entre la primera y la segunda/tercera oleada de la
pandemia (58.2 al 95.9%, p<0.001) (29), convirtiéndose en el tratamiento estandar de la COVID-

19 grave.

No obstante, aunque se reconozca como evidencia fuerte desarrollada durante una pandemia en
curso, tanto el estudio RECOVERY trial como el subsecuente meta-analisis llevan consigo
considerables limitaciones que se discutiran mas adelante (127). No s6lo hay que reconocer dichas
limitaciones, sino que, ademas, en el propio estudio RECOVERY se reportan ciertos subgrupos
pre-especificados en los que el beneficio de la dexametasona parece ser menos claro, como
aquellos pacientes mayores de 70 afios, sujetos con menos de siete dias de sintomatologia, asi
como aquellos con mayor riesgo basal predicho. A pesar de que con estos resultados podrian
existir algunas lagunas respecto a que algunos subgrupos de pacientes en los que el beneficio de
los corticoides pudiera ser neutro o incluso perjudicial, el uso de corticosteroides se ha utilizado
de forma indiscriminada a la practica totalidad de los pacientes hospitalizados y en UCI.
Adicionalmente, datos procedentes de estudios observacionales multicéntricos con metodologia
estadistica para controlar sesgos y factores de confusion, hallaron resultados controvertidos
referentes a la efectividad de los corticosteroides en pacientes criticos con COVID-19 (128-130).
En base a todo lo anterior mencionado, se decidio llevar a cabo el tercer estudio que conforma
esta tesis doctoral, para aportar nueva evidencia de calidad cientifica s6lida en referencia al
impacto de los corticosteroides en la mortalidad en pacientes ventilados con SDRA-asociado a

COVID-19, mediante datos procedentes de la practica clinica real.

Aun cabe sefialar los datos asombrosos de un estudio observacional unicéntrico de Wuhan (131),
en el que incluyeron 428 pacientes con COVID-19 criticos, en el que observaron que la mortalidad
a los 28 dias fue significativamente mayor en los sujetos que recibieron corticosteroides aunque,
tras un analisis estadistico riguroso para controlar factores de confusion tiempo-dependientes,
hallaron que el tratamiento con corticosteroides podia reducir la mortalidad a los 28 dias de forma
significativa tinicamente en aquellos sujetos con un fenotipo hiperinflamatorio, definido por altas
concentraciones de citoquinas proinflamatorias, puntuacion de SOFA elevado y alta tasa de

complicaciones.

Sumado al trabajo previo, el cuarto estudio que conforma la tesis doctoral trata de corroborar la

posibilidad de que el efecto de los corticosteroides pudiera tener relacion no sélo con ciertos
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subgrupos determinados, sino con unos fenotipos clinicos especificos de pacientes criticos con

COVID-19, ya definidos en un estudio previamente publicado (30).

1.4.2.3.2.2 Inhibidores de los receptores de la interleucina (IL)-6

En este grupo de farmacos se encuentran tocilizumab y sarilumab, siendo el primero el que mayor
evidencia clinica ha reportado. La IL-6 es una citoquina que activa y regula la respuesta inmune
en las infecciones y sus concentraciones elevadas se han asociado a resultados adversos en
COVID-19. Sin embargo, el papel de la IL-6 atin no esta del todo claro y, como se menciono
previamente, la tormenta citoquinica como factor clave en la patogenia de la enfermedad ha sido
cuestionada. El tocilizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado recombinante que inhibe
la unién de la IL-6 a los receptores de 1L-6 solubles y de membrana, bloqueando su sefializacion

y reduciendo la inflamacion.

El estudio més robusto realizado sobre la eficacia del tocilizumab en la COVID-19 grave fue
promovido por el grupo colaborativo RECOVERY (132). Se tratd6 de un ensayo clinico
aleatorizado, multicéntrico, controlado y abierto incluyendo un total de 4116 adultos. Los
pacientes fueron asignados a cada brazo de tratamiento en funcion de si presentaban hipoxemia
(definida por saturacion de oxigeno < 92% en aire ambiente o necesitaron oxigenoterapia) junto
con evidencia de inflamacion sistémica (definida por proteina C-reactiva > 7.5 mg/dl). Los
pacientes se asignaron a recibir tocilizumab 400-800 mg intravenoso (segun el peso corporal),
pudiendo recibir una segunda dosis a las 12-24 horas si no habia mejoria clinica vs tratamiento
estandar. Los investigadores observaron una reduccion significativa en la mortalidad a los 28 dias
con tocilizumab (31 vs 35%, razén de tasas 0.85, IC 95% 0.76-0.94), asi como mayor tasa de alta
hospitalaria. Otro ECA relevante que evalu¢ la efectividad de los inhibidores de receptores de IL-
6 (tocilizumab y sarilumab) en pacientes criticos, ha reportado mejores resultados con el
tratamiento en comparacion con placebo, disminuyendo los dias libres de soporte organico e
incluso observando mayor supervivencia a los 90 dias (133). No obstante, en un meta-analisis que
incluy6 27 ECA, con casi 11.000 pacientes hospitalizados sobre los antagonistas IL-6, encontr6
una disminuciéon de la mortalidad a los 28 dias con tocizilumab, aunque sin diferencias
significativas respecto a sarilumab (134). Respecto a las infecciones secundarias, que son los
eventos adversos mas reportados debidos al uso de los antagonistas de IL-6, el estudio anterior
también mostré mas incidencia de infecciones, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Con todo ello, a dia de hoy se recomienda el inicio de tocilizumab en aquellos
pacientes hospitalizados que presentan rapido aumento de la necesidad de la oxigenoterapia junto
con datos de inflamacion sistémica como segunda terapia inmunomoduladora asociada a los

corticosteroides.
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1.4.2.3.2.3 Inhibidores de la janus quinasa (JAK)

Recientemente, la OMS (135) ha afiadido una recomendacion fuerte para el uso de inhibidores-
JAK (barcitinib) para el tratamiento de la COVID-19 grave o critica, en base a dos estudios ECA
publicados. Baricitinib es un inhibidor selectivo de la janus quinasa selectiva JAK 1/JAK 2 con
un perfil antiinflamatorio para el manejo de pacientes con enfermedades autoinmunes. No
obstante, el uso de barcitinib atin no esta generalizado y su eficacia en pacientes con COVID-19
y necesidad de VMI atin es limitada. El tratamiento parece ser prometedor en base a la publicacion
de febrero de 2022 de un pequeiio ECA exploratorio en pacientes criticos con COVID-19 que
requirieron VMI o ECMO, en los que el tratamiento con barcitinib y tratamiento estandar
comparado con placebo redujo la mortalidad a los 28 y 60 dias, con una reduccion absoluta de
riesgo del 19 y 17%, respectivamente (136). Las dosis recomendadas son de 4 mg/dia via oral
durante 14 dias (o hasta el alta hospitalaria), siendo necesario el ajuste de dosis en casos de
leucopenia, disfuncion renal o hepatica. Un aspecto a remarcar es que, barcitinib no puede

administrarse conjuntamente con los inhibidores de IL-6.

63



Justificacion de la tesis doctoral |

2. JUSTIFICACION DE LA TESIS DOCTORAL

Las pandemias provocadas por los virus influenza y SARS-CoV-2 han sido uno de los mayores
desafios para la salud que la humanidad ha conocido en los dos tltimos siglos. Su dimension ha
obligado a adoptar medidas excepcionales y extenuantes a nivel global. La alta tasa de mortalidad
asociada a los casos mas graves que requieren ingreso en la unidad de cuidados intensivos por
estas enfermedades infecciosas (22 y 33% en la gripe y COVID-19, respectivamente) y la carencia
de evidencia robusta sobre el tratamiento antiviral e inmunomodulador 6ptimo, han motivado la
presente tesis doctoral. La investigacion, por lo tanto, estd centrada en evaluar el efecto del
tratamiento antiviral y con corticosteroides en el prondstico de los pacientes mas graves afectos
por dichas entidades. Pretende asi, profundizar en el conocimiento cientifico, mejorando con su
aplicacion clinica la practica médica y, en consecuencia, la evolucion de nuestros pacientes por y

para los que nos debemos como médicos.
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3. HIPOTESIS DE LA TESIS DOCTORAL

En los pacientes criticos con infecciones virales pandémicas como la gripe y la COVID-19, el
tratamiento antiviral precoz mejora la supervivencia, mientras que, el tratamiento coadyuvante
con corticosteroides aporta dudosos beneficios, pudiendo asociarse a resultados desfavorables,

incluida mayor mortalidad.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Evaluar el impacto del tratamiento antiviral y con corticosteroides en la mortalidad en UCI en

pacientes criticos con infecciones virales pandémicas por el virus influenza y SARS-CoV-2.
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4.2 Objetivos secundarios

o Identificar los factores de riesgo asociados al tratamiento antiviral precoz y al tratamiento

con corticosteroides en pacientes criticos con gripe y COVID-19 grave.

o Investigar la duracion de la ventilacion mecénica invasiva y la estancia en UCI de acuerdo
con la administracion de tratamiento antiviral precoz o tardio y si recibieron

corticosteroides o no en pacientes criticos con gripe y COVID-19 graves.

o Analizar el impacto del tratamiento con corticosteroides en la mortalidad hospitalaria y
los dias libres de ventilacién mecanica en pacientes ventilados con sindrome de distrés

respiratorio agudo secundario a COVID-19 grave.

o Estudiar la asociacion entre la administracion de corticosteroides y la neumonia asociada

a la ventilacion mecénica en pacientes criticos con COVID-19.
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5. METODOLOGIA

5.1 Estudio 1
5.1.1 Diseiio del estudio

Estudio observacional de cohortes, retrospectivo, con datos recopilados prospectivamente de
sujetos ingresados de forma consecutiva por gripe grave en 184 UCI en Espafia (representando
mas del 50% de las unidades de criticos del pais), entre junio de 2009 y abril de 2018. Los datos
se obtuvieron de un registro de ambito nacional creado por el Grupo Espafiol de Trabajo de Gripe
A grave (GETGAGQG) y con soporte de la Sociedad Espafiola de Medicina Intensiva, Critica y
Unidades Coronarias (SEMICYUC).

La informacion fue registrada por el médico tratante u obtenida mediante revision de la historia
clinica, resultados de laboratorio y estudios radiolégicos. Los criterios de ingreso en UCI y las
decisiones en el manejo médico no fueron estandarizadas entre los centros participantes, y se
dejaban a criterio de los médicos tratantes siguiendo las recomendaciones de la SEMICYUC

(137).

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Joan Universitario XXIII de Tarragona
(referencia de aprobacion IRB#11809). Todos los datos fueron anonimizados, lo que permitio
renunciar al consentimiento informado de los participantes.

5.1.2 Criterios de inclusion de los participantes

Pacientes ingresados en UCI con infeccion por gripe grave con insuficiencia respiratoria aguda y

confirmacion microbiologica de influenza A o B mediante rt-PCR.
5.1.3. Criterios de exclusion de los participantes
a. Niflos menores de 15 afios.
b. Pacientes con datos faltantes (sobre el tratamiento antiviral, tiempo desde el inicio de los

sintomas hasta el ingreso hospitalario o seguimiento incompleto).

c. Estancia en UCI menor a 48 horas.
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d. Pacientes que recibieron la primera dosis de oseltamivir mas alla de las primeras 24 horas

de ingreso en UCI.

5.1.4 Recopilacion de datos

Se obtuvieron datos demograficos, comorbilidades, el tiempo desde el inicio de los sintomas hasta
el ingreso hospitalario, tiempo hasta la administracion de la primera dosis de antiviral, dosis de
oseltamivir, tiempo desde el ingreso hospitalario hasta el ingreso en UCI, complicaciones durante

la estancia en UCI y resultados de pruebas microbiologicas, de laboratorio y radiolégicos.

Las muestras de especimenes nasofaringeos para el diagnostico microbioldogico de la infeccion
por virus influenza se obtuvieron al ingreso y, en caso de que los pacientes estuvieran intubados,
se recogieron muestras del tracto respiratorio inferior. La severidad de la enfermedad se determind

mediante el APACHE Il score y la gravedad de la disfuncion organica mediante el SOFA score.

5.1.5 Definiciones

Se definieron dos grupos de tratamiento:

1) Grupo de oseltamivir precoz, que incluy6 aquellos que recibieron oseltamivir dentro de

los dos primeros dias desde el inicio de los sintomas.

2) Grupo de oseltamivir tardio, formado por los pacientes que recibieron oseltamivir mas

alla de los dos dias del inicio de los sintomas.

Los pacientes que no recibieron terapia antiviral durante el ingreso en UCI se consideraron como

grupo no tratado.

La neumonia viral se defini6 como aquella insuficiencia respiratoria aguda con presencia de
infiltrados pulmonares en la radiografia de torax, confirmacién microbioldgica del virus influenza
como microorganismo causal y con resultados negativos para bacterias en los cultivos de muestras

respiratorias o hemocultivos cursados en las primeras 48 horas de ingreso [18].
La co-infeccion bacteriana o fungica se definid6 como cualquier infeccion respiratoria

diagnosticada en las primeras 48 horas de ingreso en UCI a través del aislamiento de

bacterias/hongos en hemocultivos o muestras respiratorias.
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5.1.6 Analisis estadistico

Las variables discretas se expresaron como frecuencias (porcentaje), mientras que, las variables
continuas se presentaron como medianas (rango intercuartilico [RIC]). Para el analisis univariado,
las diferencias entre los grupos se evaluaron con el Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher
para las variables categoricas, y las variables continuas con la prueba t-Student o U de Mann-

Whitney.

En una primera fase del analisis (datos no publicados), se compar¢ la efectividad del tratamiento
con oseltamivir en comparacion con tratamiento estandar (sin antiviral) en pacientes con gripe
grave. Para ello, se realizo un analisis de supervivencia mediante la regresion de Cox, ajustada
por factores de confusion y estratificada de acuerdo a la administracion de oseltamivir o no. Los
resultados del modelo se presentan como el cociente de riesgo o hazard ratio (HR) con su IC 95

%.

En la segunda fase del analisis, se investigd la efectividad del tratamiento antiviral precoz
comparado con el tratamiento tardio. Para ello, se seleccionaron exclusivamente a aquellos sujetos
con neumonia por gripe, con el fin de homogeneizar atin mas la poblacion. El tiempo cero del
seguimiento fue el ingreso en UCI. Por lo tanto, para evitar el sesgo de tiempo inmortal, se
controlaron los datos excluyendo los pacientes que iniciaron el tratamiento con antiviral con
oseltamivir a partir del punto cero del seguimiento. De esta forma, todos los pacientes al ingreso

habrian recibido oseltamivir en el momento del ingreso en UCI.

Se empled la regresion logistica binaria para analizar los factores asociados con el inicio tardio
de oseltamivir y para investigar la asociacion entre el tratamiento antiviral precoz y la mortalidad
en UCI. Los resultados se presentaron como OR (IC 95%). La bondad de ajuste para cada modelo

se baso en la prueba de Hosmer-Lemeshow.

Para investigar el efecto del tratamiento y mitigar el sesgo de seleccion, se aplico la metodologia
de “propensity score matching” (PSM) (138). Con dicho método, se realizo un analisis
emparejado 2:1 sin reemplazo y con un calibre de 0.2, utilizando un algoritmo de “optimal
matching” con el propensity score estimado de pacientes del grupo de oseltamivir precoz con los
del grupo de oseltamivir tardio (139). Para predecir la probabilidad del tratamiento (antiviral
precoz), se realizo un analisis de regresion logistica multivariado regularizado por el método

Lasso incluyendo todas las variables observadas.
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Una vez obtenido el conjunto emparejado, se llevaron a cabo dos métodos de analisis de
supervivencia: un modelo de riesgos proporcionales de Cox aplicado a la causa especifica y un
analisis de riesgos competitivos mediante el modelo de Fine-Gray (140). El primer modelo
considerd el alta de UCI como un evento de censura, permitiendo la interpretacion de las
relaciones etioldgicas entre el uso temprano de oseltamivir y el evento objetivo (mortalidad en
UCI). Los resultados del modelo se presentaron como HR (IC 95%). El segundo modelo
considerd la mortalidad y el alta de UCI como eventos competitivos. El modelo de Fine-Gray
calculd la probabilidad de cualquier evento (muerte o alta vivo de UCI) en el tiempo ¢ basandose
en la suposicion de que ninglin otro evento pudo ocurrir y, por lo tanto, usdndose para predecir
eventos. El modelo de Fine-Gray se interpreta usando la subdistribucion de funcion de riesgo o
“subdistribution hazard ratio” (subHR). Ambos modelos se construyeron para un seguimiento de
60 dias. Se comprobd la suposicion de riesgos proporcionales en ambos modelos sin hallar

ninguna violacion.
El analisis estadistico se realiz6 con SPSS version 24 (IBM, Armonk, NY, EE. UU.), excepto

para los modelos de supervivencia, los cuales se llevaron a cabo utilizando R version 3.6 (cran.r-

project.org).
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5.2 Estudio 2

5.2.1 Diseiio del estudio

Se realizo un analisis secundario de un estudio observacional prospectivo de cohortes de pacientes
con infeccion grave por gripe ingresados de forma consecutiva en 148 UCI en Espaiia, entre junio
de 2009 y abril de 2014. Los datos se obtuvieron del registro de gripe grave creado por la
SEMICYUC.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Universitario Joan XXIII
(IRB#11809). Los datos fueron anonimizados y se renuncid al requisito de consentimiento

informado debido a la naturaleza observacional del estudio.

5.2.2 Criterios de inclusién de los participantes

Pacientes ingresados en UCI con fiebre, sintomas respiratorios consistentes en cuadro gripal,
insuficiencia respiratoria aguda por afectacion de vias respiratorias bajas por neumonia y
confirmacion microbioldgica de infeccion por el virus de la gripe A, B o C, identificado mediante

rt-PCR.

5.2.3 Criterios de exclusion de los participantes

a. Pacientes que recibieron corticosteroides como terapia de rescate (por shock refractario) o
debido a exacerbacion de EPOC o asma sin neumonia.

b. Sujetos menores de 15 afios.

c. Pacientes con gripe grave extrapulmonar.

d. Pacientes con neumonia asociada a cuidados sanitarios.

5.2.4 Recopilacion de datos

Se registraron datos demograficos, comorbilidades, tiempo desde el inicio de los sintomas hasta
el ingreso hospitalario, tiempo hasta la primera dosis de tratamiento antiviral y resultados
microbiologicos, datos de laboratorio y hallazgos radiolégicos. La severidad de la enfermedad se
determind mediante el APACHE II score y la gravedad de la disfunciéon orgénica mediante el
SOFA score. La indicacion de tratamiento con corticosteroides se informo especificamente en el

formulario de registro de datos de cada caso y fue confirmada por el médico tratante.
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5.2.5 Definiciones

Se consideraron dos grupos de tratamiento:

1) Grupo de corticosteroides, formado por aquellos pacientes que recibieron cualquier tipo de
corticosteroides como tratamiento coadyuvante de la neumonia viral dentro de las primeras 24

horas de ingreso en UCL

2) Grupo sin corticosteroides.

La neumonia adquirida en la comunidad se defini6 de acuerdo con las guias clinicas de la

Sociedad Americana Toracica y la IDSA (141).

La neumonia viral primaria se defini6 como insuficiencia respiratoria aguda y opacidades
alveolares en radiografia de torax que involucran dos o mas lobulos pulmonares junto con estudios
microbiologicos de sangre y muestras respiratorias negativas para crecimiento de bacterias u

hongos durante la fase aguda de la infeccion por influenza.

La exacerbacion de EPOC se defini6 como un aumento de los sintomas respiratorios,
particularmente disnea, tos y aumento de la purulencia del esputo, sin infiltrados pulmonares en
la radiografia de torax. La exacerbacion de asma se definié como episodios agudos o subagudos
caracterizados por un aumento progresivo de sintomas tipicos de asma (disnea, tos, sibilancias y
opresion toracica) sin infiltrados pulmonares en la radiografia de torax. Los pacientes con EPOC
o asma, pero con infiltrados pulmonares radiologicos se consideraron como sujetos con

neumonia.
El shock séptico refractario se definio de acuerdo con las directrices de la Surviving Sepsis
Campaign (142), como aquellos pacientes en los que la reanimacion adecuada con fluidos y

vasopresores no es capaz de restaurar la estabilidad hemodinamica.

La NAYV se definié como un nuevo evento de neumonia después de la presentacion inicial y tras

haber estado sometido a ventilaciéon mecanica invasiva por lo menos 48 horas.
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5.2.6 Analisis estadistico

Las variables discretas se expresaron como frecuencias (porcentaje), mientras que, las variables
continuas se presentaron como mediana (RIC). Para el analisis univariado, las diferencias entre
los grupos se evaluaron con el Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher para variables

categoricas, y las variables continuas con la prueba t-Student o U de Mann-Whitney.

Para identificar los factores que se asociaron con el uso de corticosteroides se utilizo la regresion
logistica binaria. El modelo multivariado incluyé todas las variables de interés clinico y las que
fueron estadisticamente significativas en el analisis univariado que comparo los dos grupos del
estudio. Los resultados se mostraron como OR (IC 95%). La bondad de ajuste del modelo fue

evaluada con el test de Hosmer—Lemeshow.

Se utiliz6 la metodologia de PSM con un algoritmo “full matching” para minimizar el sesgo de
seleccion referente al efecto de los corticosteroides y para controlar los potenciales factores de
confusion (143). Esta herramienta estadistica permitio estudiar dos cohortes muy comparables
(casi idénticos) en referencia a todas las variables observadas: 1) el grupo de corticosteroides, y
2) el grupo de No corticosteroides. Una caracteristica atractiva del algoritmo “full matching” es
que crea un nuevo set de pacientes emparejados utilizando toda la muestra. Con ello, se consigue
comparar resultados y eventos entre grupos que tienen la misma distribucion de todas las co-
variables observadas, excepto por la tnica diferencia de haber recibido o no tratamiento con
corticosteroides. Dichos emparejamientos se consiguen al asignarse a todos los pacientes un peso
(weight) en funcion de la probabilidad de recibir o no el tratamiento. Asi, el emparejamiento de
ambas cohortes se realiza escogiendo la mejor estimacion de propensity score y obteniendo un
balance optimo de las variables entre los grupos de estudio. Para evaluar el correcto ajuste del
emparejamiento, se comprobd que la superposicion del Propensity score entre grupos fuera
adecuada mediante un modelo de validacion cruzada. El modelo dividi6 la base emparejada en
dos subsets: 1) el set de entrenamiento incluyendo 1466 (80%) pacientes, y 2) el set de validacion
con 366 (20%) pacientes. Una vez comprobada la validez y el adecuado ajuste de las cohortes
emparejadas, se trazo el analisis de supervivencia mediante la curva de Kaplan-Meier estratificada
de acuerdo a la administracion de corticosteroides (analisis con log-rank test). Para estudiar el
efecto del tratamiento con corticosteroides en la mortalidad en UCI se llevo a cabo el modelo de
regresion de Cox ajustado por factores de confusion. Los resultados del modelo fueron

presentados como HR (IC 95%), con su grafico de supervivencia correspondiente.

Adicionalmente, y debido a que ser dado de alta vivo de la UCI se ha considerado como un evento

competitivo de la mortalidad en UCI (144), se realiz6 un analisis de riesgos competitivos para
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confirmar los resultados del analisis de supervivencia previo. En primer lugar, se obtuvo la
funcion de incidencia acumulada (CIF) de muerte a lo largo del tiempo. En el tiempo ¢, CIF define
la probabilidad del evento (muerte en UCI) cuando la poblacion atn esta en riesgo de poder ser
dada de alta viva. Para ello, se utilizé el modelo de Fine-Gray, el cual complementa al modelo de
Cox, al considerar ambos eventos competitivos. La estimacion del efecto del tratamiento con los

eventos se evalud mediante el subHR.

El analisis de los datos se realizd con SPSS v22.0 para la version de Windows (IBM Corp.,
Armonk, Nueva York, EE. UU.) y los modelos de efectos mixtos se realizaron con R (cran.r-

project.org).
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5.3 Estudio 3

5.3.1 Diseiio del estudio

Estudio observacional de cohortes retrospectivo con datos recogidos prospectivamente de
pacientes con COVID-19 grave, ingresados de forma consecutiva en 70 UCI (68 espaiiolas, una
de Andorra y una de Irlanda), desde el 6 de febrero al 20 de septiembre de 2020. Los datos se
recopilaron gracias al registro creado por el grupo de trabajo de la SEMICYUC de pacientes
criticos con COVID-19. Todos los datos fueron anonimizados, permitiendo la renuncia del
consentimiento informado. El estudio fue aprobado por la junta del Comité Etico del Hospital
Joan XXIII de Tarragona (IRB# CEIM/066/2020), fue registrado en la plataforma
Clinicaltrials.gov (NCT04948242) y siguid las recomendaciones Strobe. El seguimiento de los

participantes se completo hasta el alta hospitalaria o hasta su fallecimiento.

5.3.2 Criterios de inclusion de los participantes

Se incluyeron todos los pacientes mayores de 16 afios ingresados en cualquiera de las UCI
participantes por SDRA asociado a COVID-19 y que requirieran VMI durante el primer dia de

ingreso.

5.3.2 Criterios de exclusion de los participantes

a. Pacientes con estancia en UCI menor a dos dias.

b. Uso de corticosteroides indicados por shock refractario, como potencial factor de confusion.

5.3.4 Recopilacion de datos

Los datos extraidos incluyeron caracteristicas demograficas, comorbilidades, tiempos sobre el
curso de la enfermedad (dias de sintomatologias, dias hasta el diagndstico, dias hasta el ingreso
hospitalaria), resultados de laboratorio, estudios microbiologicos, hallazgos radiolégicos,
parametros ventilatorios del primer dia de ingreso en UCI, complicaciones durante la estancia en
UCI y resultados finales. También se registro el tipo de corticosteroides administrado y su
duracion. La severidad de la enfermedad se determind mediante el APACHE II score y la
gravedad de la disfuncion organica mediante el SOFA score. Las estrategias ventilatorias y el
manejo médico (como el uso de corticosteroides) no fueron estandarizados entre centros y se dejo
a criterio del médico tratante, siguiendo las recomendaciones clinicas habitualmente aplicadas en

la practica clinica de la medicina intensiva.
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5.3.5 Definiciones

El tratamiento con corticosteroides fue definido como la administracion de corticosteroides
sistémicos iniciados el primer dia de ingreso en UCI, indicados como tratamiento coadyuvante de
la neumonia. Los participantes cuyo tratamiento con corticosteroides fue iniciado hasta dos dias
antes del ingreso en UCI también fueron considerados como expuestos al tratamiento. Dado que
todos los pacientes del grupo de corticosteroides, recibieron el tratamiento como muy tarde el

primer dia de ingreso en la UCI, éste fue considerado como el tiempo cero del seguimiento.

El diagnoéstico de COVID-19 se confirm6 mediante una rt-PCR positiva para SARS-CoV-2 en

muestras de vias respiratorias altas o bajas.

El diagnostico de SDRA se cumplié cuando los pacientes presentaban insuficiencia respiratoria
aguda dentro de los primeros siete dias de sintomas junto con opacidades radiologicas bilaterales
compatibles con infiltrados pulmonares, que no pudieran ser explicadas por insuficiencia cardiaca
o atelectasias, todo ello de acuerdo con los criterios de SDRA de Berlin (71). La severidad del
SDRA se clasifico en leve, moderado o grave en funcion del grado de hipoxemia por la relacion
entre la presion arterial de oxigeno y la fraccion inspirada de oxigeno (PaO,/FiO;) <300-200,

<200-100 y <100 mmHg, respectivamente.

La NAV fue diagnosticada como aquella neumonia con confirmacion microbiologica

desarrollada en pacientes ingresados en UCI sometidos a VMI por lo menos 48 horas.

5.3.6 Analisis estadistico

No se realizé calculo de la muestra, de modo que el tamafio muestral fue equivalente al nimero
total de pacientes incluidos en las UCI participantes durante todo el periodo de estudio. Las
variables discretas se expresaron como frecuencias (porcentaje), mientras que, las variables
continuas se presentaron como mediana (RIC). Para el analisis univariado, las diferencias entre
los grupos se evaluaron con el Chi-cuadrado o la prueba exacta de Fisher en el caso de las
variables categoricas, y con la prueba t-Student o U de Mann-Whitney en el caso de las variables
continuas. Se consideraron diferencias significativas si el valor de p fue < 0.05 para una prueba
de dos colas. Los datos faltantes fueron manejados con imputacion multiple mediante ecuaciones
encadenadas. Dado que el tiempo cero de seguimiento fue considerado el dia de ingreso en UCI,
se excluyeron los pacientes censurados durante los dos primeros dias de ingreso en UCI, para
evitar el sesgo de tiempo immortal y, ademas, para asegurar el efecto de la exposicion (uso de

corticosteroides).

77



Metodologia |

Con el fin de reducir el sesgo de seleccion y balancear ambos grupos (corticosteroides vs no
corticosteroides), se llevo a cabo la metodologia PSM con algoritmo “genetic matching” (145).
El emparejamiento fue 1:1 con reemplazo y sin determinar ningun calibre. Las variables
seleccionadas para el modelo de emparejamiento fueron aquellos factores basales relacionados
directamente con el evento en cuestion (mortalidad). En la cohorte emparejada, se utilizo la
regresion logistica binaria para investigar la asociacion entre el uso de corticosteroides y la

mortalidad en UCI. Los resultados se reportaron como OR (IC 95%).

De forma complementaria, se llevo a cabo el analisis de supervivencia para estimar el efecto de
los corticosteroides en la mortalidad en UCI a lo largo del tiempo, ajustado por factores de
confusion. Se ejecuto la regresion de Cox usando un modelo de riesgos de causa-especifica para
tener en cuenta los eventos competitivos. En ese sentido, el evento competitivo fue ser dado de
alta de UCI vivo. Se realiz6 una regresion de Cox para cada evento competitivo (un modelo con
la mortalidad en UCI y otro con alta vivo de UCI como variables dependientes). El modelo
cuantificd directamente los HR estimados en cada momento del tiempo en el que los sujetos

seguian en riesgo de desarrollar el evento de interés.

Tras crear el modelo de Cox, se observo que la suposicion de proporcionalidad de riesgos estaba
fuertemente violada para la variable de interés (tratamiento con corticosteroides). Esto implico
que su efecto en la mortalidad varié con el tiempo, volviéndose el efecto mas fuerte o mas débil
segun el paso del tiempo. Para controlar la violacion del supuesto de proporcionalidad de riesgos,
se realizo la regresion de Cox tiempo-dependiente utilizando el “step-function” o funcion de paso
(146). Esta funcion consistio en la particion del tiempo del seguimiento en dos periodos mas
cortos, en los que la proporcionalidad de riesgos llegd a cumplirse en cada uno de estos periodos.
El punto de division de los dos intervalos se considerd el dia 17 de seguimiento en UCI. El
razonamiento fundamental de la eleccion de dicho punto de tiempo fue basado en el pronunciado
cambio en la fatalidad de casos observados en dicho momento del tiempo, de acuerdo con las
tablas de mortalidad y las curvas de supervivencia. Con esta metodologia, se modelo el efecto de
los corticosteroides sobre la mortalidad en UCI en dos franjas: 1) a corto plazo y 2) a largo plazo.

Los resultados del analisis tiempo-hasta-evento se expresaron como HR (IC 95%).

Posteriormente, se realizé un analisis de sensibilidad con caracter exploratorio para investigar el
efecto de los corticosteroides sobre la mortalidad en UCI en distintos subgrupos pre-especificados
y para corroborar si el efecto observado en la poblacion global era igual de consistente en los
subgrupos, lo cual indicaria que los resultados serian mas robustos. Para cada subgrupo de estudio

se utiliz6 la metodologia PSM para emparejar los grupos de corticosteroides vs no
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corticosteroides. El analisis por subgrupos se realizd comparando la proporcion de mortalidad en
UCI entre grupos, asi como mediante el analisis de supervivencia en cada subgrupo emparejado
del mismo modo en el que se estudid en la poblacion global (mediante regresion de Cox causa-

especifica tiempo-dependiente).

Los subgrupos se establecieron en base a la evidencia cientifica previa y se categorizaron en:

- Edad: <60y > 60 afios

- Severidad del SDRA: leve, moderado y grave

- Tiempo desde inicio de sintomas la administracion de corticosteroides: < 7 dias y > 7 dias
- Duracion del tratamiento con corticosteroides: < 7 dias y > 7 dias

- Tratamiento concomitante con tocilizumab: si y no

Los dos ultimos subgrupos fueron analizados post-hoc, de igual forma con naturaleza
exploratoria. Para tener en cuenta la multiplicidad y evitar la potencial inflacion del error tipo I
como resultado de analizar multiples test (147), utilizamos el método de Benjamini-Hochberg

para controlar la tasa de falsos descubrimientos (148).

Los dias libres de ventilacion mecanica a los 28 dias se calcularon como el niimero de dias en
vida y libres de ventilacion mecanica por lo menos durante 48 horas sin reconexion a la misma
en aquellos pacientes que sobrevivieron a los 28 dias, mientras que, para los pacientes en
ventilacion mecanica a los 28 dias o mas y los que fallecieron antes de los 28 dias
(independientemente del status ventilatorio), el nimero de dias libres de ventilacion mecéanica fue
registrado como cero. Los resultados se expresaron como medias con su desviacion estandar (DE)

y como analisis de riesgos competitivos con modelo de Fine-Gray (149).

El efecto de centro para la mortalidad en UCI se tuvo en cuenta y fue analizado con la regresion
logistica multinivel mediante un modelo de intercepcion aleatoria condicional utilizando la
variacion interhospitalaria como variable de efectos aleatorios (150). Los coeficientes de la
regresion se resumieron como la varianza con su DE y el coeficiente de correlacion interclase

(ICC).

Los datos se analizaron con SPSS v24 (IBM Corp. Armonk, NY, USA) y con R v3.6 (cran.r-
project.org).
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5.4 Estudio 4

5.4.1 Diseiio del estudio

Se realiz6 un analisis secundario derivado de un estudio observacional, multicéntrico y
prospectivo (NCT04948242), con datos a gran escala de pacientes criticos con COVID-19 que
ingresaron de forma consecutiva en 62 UCI espafiolas, entre febrero y mayo de 2020. Los datos
se recopilaron gracias al registro de pacientes criticos creado por el grupo de trabajo de la
enfermedad COVID-19 de la SEMICYUC. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de
referencia del Hospital Joan XXIII de Tarragona (IRB# CEIM/066/2020) y de cada centro
participante, renunciando al consentimiento informado por la naturaleza observacional del

estudio.

5.4.2 Criterios de inclusion de los participantes

Todos los pacientes ingresados en las UCI participantes en el estudio con insuficiencia

respiratoria aguda con neumonia viral por COVID-19.

Los sujetos fueron clasificados en tres fenotipos clinicos mediante un analisis de agrupamiento
(cluster) no supervisado, de acuerdo con un estudio primario publicado con antelacién (30) y se
diferenciaron entre: 1) el fenotipo A (COVID-19 grave), 2) fenotipo B (COVID-19 critico) y 3)
fenotipo C (COVID-19 potencialmente mortal). Cada claster se considerd intrinsecamente
homogéneo de acuerdo con las caracteristicas basales utilizadas para generar los diferentes
fenotipos. La homogeneidad de cada fenotipo permiti6 estudiar la efectividad del tratamiento con
corticosteroides dentro de cada cluster y, ademas, evaluar qué factores se relacionaron con el uso

de corticosteroides en cada fenotipo.

5.4.3. Criterios de exclusion de los participantes

Pacientes que recibieran corticosteroides fuera del margen considerado como corticosteroides al
ingreso (48 horas previo al ingreso en UCI hasta las primeras 24 horas de ingreso en UCI) o que

recibieran corticosteroides por cualquier otro motivo distinto al tratamiento co-adyuvante de la

neumonia viral (shock refractario o exacerbaciones de asma y EPOC).
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5.4.4 Recopilacion de datos

La informacion recogida incluy6 caracteristicas demograficas, comorbilidades, tiempos sobre el
curso de la enfermedad, resultados de laboratorio, estudios microbiologicos, hallazgos
radiologicos, parametros ventilatorios del primer dia de ingreso en UCI, complicaciones durante
la estancia en UCI y resultados finales. También se registraron el tipo de corticosteroides

administrados y la duracion del tratamiento.

La severidad de la enfermedad se determin6 mediante el APACHE II score y la gravedad de la
disfuncion organica mediante el SOFA score. Las estrategias ventilatorias y el manejo médico
(como el uso de corticosteroides) no fueron estandarizados entre centros y se dejo a criterio del
médico tratante siguiendo las recomendaciones clinicas habitualmente aplicadas en la practica
asistencial. De forma adicional se registraron los datos referentes al hospital participante (tipo de

centro, niumero de camas).

5.4.5 Definiciones

El término tratamiento con corticosteroides incluyd la administracion de metilprednisolona o
dexametasona durante las primeras 24 horas de ingreso en UCI, asi como, su administracion en
las 48 horas previas al ingreso en UCI. Todos los pacientes considerados como el grupo de
corticosteroides, recibieron el tratamiento indicado como terapia coadyuvante de la neumonia.
Las dosis administradas de metilprednisolona fueron de 40 mg/dia y de dexametasona 6 mg/dia,

con una duracion de tratamiento a criterio del médico tratante, usualmente de 7 a 10 dias.

La NAV fue diagnosticada como aquella neumonia con confirmacion microbiologica

desarrollada en pacientes ingresados en UCI sometidos a VMI por lo menos 48 horas.

5.4.6 Analisis estadistico

Las variables discretas se expresaron como frecuencias (porcentaje), mientras que, las variables
continuas se presentaron como medias (DE) o medianas (RIC), segun procediera de acuerdo con
su distribucion. Las diferencias basales entre los grupos se evaluaron con el Chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher para variables categoricas, y las variables continuas con la prueba t-
Student o U de Mann-Whitney. Se consideraron diferencias significativas si el valor de p fue <

0.05 para una prueba de dos colas.
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La variacion inter-hospitalaria referente al uso de corticosteroides fue evaluada mediante un
modelo de regresion logistica condicional multinivel, con los pacientes anidados de cada centro
y analizando el ICC. El ICC cuantifico el grado de homogeneidad de la variable en cuestion dentro

de cada cluster y represent6 la proporcion de variacion entre centros dentro del total de variacion.

En primera instancia, se investigd la efectividad del tratamiento con corticosteroides en la
poblacion general (sin clusteres). Se llevo a cabo la metodologia PSM con algoritmo “optimal
full matching” para crear dos cohortes emparejadas de sujetos que recibieron corticosteroides con
al menos otro sujeto que no recibio corticosteroides, con el resto de factores basales balanceados
entre los grupos. Se corrobor6 el rendimiento del modelo de PSM con una validacion cruzada
dividida en un set de entrenamiento con 1613 (80%) pacientes y un set de validacion con 404

(20%) pacientes.

Para evaluar el efecto de los corticosteroides en la mortalidad en UCI, se realizé una regresion
logistica binaria en la poblacion emparejada. El impacto de cada variable sobre la mortalidad en
UCI de cada fenotipo fue reportado mediante el valor de informacion (VI). Un VI mayor a 0.03
se consider¢ clinicamente relevante y, por lo tanto, dicha variable fue incluida en el modelo de

regresion. Los resultados se detallaron como OR (IC 95%).

En un segundo tiempo, se investigd el impacto del tratamiento con corticosteroides en la
supervivencia en cada fenotipo clinico. Este andlisis fue posible debido a que el tratamiento

objetivo del estudio (corticosteroides), no se utilizo para la generacion de los clusteres.

La exposicion al tratamiento se considerd cuando los corticosteroides fueron administrados como
muy tarde el primer dia de ingreso en UCI, mientras que, aquellos individuos que no recibieron
corticosteroides se consideraron no expuestos. De esta forma, se asume que los sujetos del grupo
no expuesto tuvieron suficiente tiempo de sobrevida para poder ser expuestos. En consecuencia,

se pudo controlar el sesgo de tiempo immortal.

Para proceder con el analisis de supervivencia, se construyeron las curvas de Kaplan-Meier para
evaluar la supervivencia a lo largo del tiempo de estudio, de acuerdo con la estratificacion de
grupo tratado y no tratado en cada fenotipo (andlisis con log-rank test). De forma adicional, y
para evitar factores de confusion, se llevo a cabo la regresion de Cox ponderada (151), la cual
proporciond estimaciones no sesgadas del promedio de HR (pHR) en caso de que el supuesto de

proporcionalidad de riesgos no se cumpliera.
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Finalmente, para investigar la asociacion entre las variables basales y el uso de corticosteroides
en cada fenotipo clinico, se utilizo la regresion logistica binaria incluyendo todos los factores
clinicamente relevantes y aquellas con significancia estadistica en el analisis univariado. Todo el

analisis estadistico fue realizado usando el software R v3.6 (cran.r-project.org).
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6. RESULTADOS

Los resultados principales de los estudios publicados que conforman la tesis se presentan a

continuacion.
6.1 Estudio 1

Entre junio de 2009 y abril de 2018, un total de 4175 pacientes ingresaron en alguna de las UCI
participantes por gripe grave. En la primera fase del andlisis, se evaluo la efectividad del
tratamiento con oseltamivir comparado con aquellos que no recibieron tratamiento antiviral. Se
excluyeron 638 pacientes por datos faltantes quedando un total de 3537 sujetos, de los cuales
3439 recibieron oseltamivir y se compararon con 98 pacientes que no recibieron terapia antiviral
durante el ingreso (Figura 9). Las principales diferencias en las variables basales entre los grupos
se detallan en la Tabla 6. Los sujetos que no recibieron tratamiento antiviral fueron mayores
(mediana 61 [RIC 46-74] vs 56 [RIC 44-67] aiios, p=0.01) en comparacion con los que recibieron
oseltamivir y tenian menos infiltrados pulmonares en la radiografia de térax (mediana 2 [RIC 0-
3.5] vs 2 [RIC 2-4], p<0.001). La mortalidad en UCI no ajustada fue significativamente menor en
la cohorte que recibio tratamiento con oseltamivir en comparacion con los que no recibieron

antivirales (22.4 vs 31.6%, p=0.03) con un OR 0.6 (IC 95% 0.40-0.96).

Pacientes con gripe
grave
n=4175

Primera fase

Excluidos
n=638
457 datos faltantes sobre antiviral
181 Datos faltantes sobre mortalidad
Oseltamivir Sin antiviral
n= 3439 n=98

Figura 9. Diagrama de flujo de la primera fase del analisis para evaluar la efectividad del tratamiento

antiviral.
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Tabla 6. Comparacion de las caracteristicas basales de la poblacion en funcion de haber recibido

tratamiento antiviral con oseltamivir.

Oseltamivir Sin antiviral
n = 3439 n =98 P
Factores demograficos y severidad de la enfermedad
Edad, afios 56 (44-67) 61 (46-74) 0.01
Género masculino 2066 (60.1) 61 (62.2) 0.66
APACHE 1I score 16 (11-22) 18 (13-24) 0.05
SOFA score 6 (3-8) 7 (4-10) 0.12
Tratamientos y curso de la enfermedad
Antibidticos 3263 (94.9) 82 (83.7) <0.001
Corticosteroides coadyuvantes 1406 (40.9) 36 (36.7) 0.41
Gap hospital 4 (2-6) 4 (2-5) 0.49
N° cuadrantes con infiltrados pulmonares 2 (2-4) 2 (0-3.5) <0.001
Laboratorio
Procalcitonina (ng/ml) 0.7 (0.2-4.2) 0.9 (0.3-8.8) 0.18
Proteina C reactiva (mg/dl) 28 (12.7-94.5) 35.7 (17-164) 0.06
Comorbilidades y factores de riesgo
Asma 316 (9.2) 11(11.2) 0.49
EPOC 818 (23.8) 25 (25.5) 0.69
ICC 460 (13.4) 20 (20.4) 0.04
IRC 316 (9.2) 12 (12.2) 0.30
Enfermedad hematologica 252 (7.3) 8(8.2) 0.75
Embarazo 457 (13.3) 6 (6.1) 0.03
Obesidad 1078 (31.3) 20 (20.4) 0.02
Complicaciones
Insuficiencia renal aguda 1026 (29.8) 35(35.7) 0.10
Ventilacion mecanica invasiva 2730 (79.4) 75 (76.5) 0.49
Neumonia viral primaria 2156 (62.7) 53 (54.1) 0.08
Co-infeccion bacteriana 760 (22.1) 20 (20.4) 0.69
Neumonia asociada a la ventilacion mecanica 241 (7) 7(7.1) 0.95
Shock séptico al ingreso 1772 (51.5) 53 (54.1) 0.61
Resultados
Duracion de ventilacion mecanica, dias 8 (3-17) 4 (2-11) 0.004
Estancia en UCI, dias 8 (4-18) 6 (3-13) 0.05
Mortalidad en UCI 769 (22.4) 31 (31.6) 0.03

Los datos representan frecuencias (porcentaje) y medianas (RIC). Gap hospital fue el tiempo desde el inicio

de los sintomas hasta el ingreso al hospital. ICC: insuficiencia cardiaca congestiva. IRC: Insuficiencia renal

cronica.
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Tras un ajuste por factores de confusion (necesidad de ventilacion mecénica, insuficiencia renal
aguda, shock séptico, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia renal cronica, inmunosupresion
y administracion de corticosteroides coadyuvantes), la regresion de Cox mostré una reduccion
significativa del 33% de la mortalidad en UCI a lo largo del tiempo con el tratamiento con

oseltamivir en comparacion con los pacientes que no recibieron tratamiento antiviral (Figura 10).

1.0
HR 0.67 (95% Cl1 0.47-0.97); P =0.03
0.8
© Oseltamivir
"
2 i
s b
) L
Q e
=] *Lg
9 o6 M
Sin antiviral R —
0.4
0 20 , 40 60
N° en riesgo Dias en UCI
—— Sin antiviral 96 64 33 24 14 12 9
—— Qseltamivir 3360 2561 1427 821 487 300 192

Figura 10. Analisis de supervivencia ajustado por factores de confusion evaluando la efectividad del

tratamiento antiviral con oseltamivir.
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En una primera aproximacion al potencial efecto protector del tratamiento antiviral precoz, la
regresion de Cox ajustada se estratifico de acuerdo a la administracion de oseltamivir precoz,
oseltamivir tardio y sin tratamiento antiviral, observando una mayor supervivencia en el grupo de

tratamiento precoz (Figura 11).

1.0+
= Oseltamivir precoz
= Oseltamivir tardio
0.8
© ~ Sin antiviral
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C
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HR 0.80, IC 95% 0.67-0.95; p=0.001
0.4+
N°enriesgo  ° 20 DifasenUCI “° 60
790 569 300 167 102 63 40
= 2570 1992 1127 654 385 237 152

— 96 64 33 24 14 12 9

Figura 11. Analisis de supervivencia ajustado con regresion de Cox estratificada de acuerdo al tratamiento

antiviral precoz, tardio o sin antiviral.
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La segunda fase del analisis se focalizo en el analisis de la efectividad del tratamiento con
oseltamivir precoz comparado con el tratamiento tardio, exclusivamente en la poblacion con
neumonia por gripe. Un total de 2124 pacientes cumplieron los criterios de inclusion para el

analisis (Figura 12).

Pacientes con gripe
grave
n=4175

Segunda fase

Excluidos
n= 2051

931 Datos faltantes
antiviral 191
mortalidad 211
estancia 340
gap sintomas-hospital 189
495 Sin neumonia
552 Oseltamivir después de 24 horas en UCI
73 Estancia en UCI menor a dos dias

Oseltamivir Oseltamivir
precoz tardio
n=529 n= 1595

Figura 12. Diagrama de flujo de la segunda fase del analisis para evaluar la comparacion del tratamiento

con oseltamivir precoz y tardio.

Lamediana de edad de la poblacion general fue de 54 (RIC 43-65) afios y un total de 1299 (61.2%)
pacientes fueron varones. La comorbilidad mas frecuente fue la obesidad (n=675, [31.8%]),
seguida de la EPOC (n=393, [18.5%]). En general, los pacientes se encontraban en situacion de
gravedad con una mediana de APACHE II y SOFA scores de 16 (RIC 11-21) y 6 (RIC 4-8),
respectivamente. En referencia al tipo de virus aislado en las pruebas de deteccion molecular, el
virus influenza A(HIN1)pdm09 fue el mas predominante (n=1533, [72.2%]) seguido del
influenza A(H3N2) (n=336, [15.8%]), el influenza B (n=148, 7%) y en menor proporcion los
virus influenza A no tipificados (n=107, [5%]). Unicamente el 14.5% (n=308) de la cohorte habia

recibido vacunacion previa contra la gripe.
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De todos los pacientes, 1586 (74.7%) presentaron neumonia viral primaria, mientras que, 538
(25.3%) desarrollaron neumonia viral con co-infeccion bacteriana. A nivel radioldgico, la
mediana de cuadrantes pulmonares con infiltrados por la neumonia fue de 2 (RIC 2-4). La tasa de
VMI fue del 59.1%, habiendo requerido hasta el 29% de ellos maniobras de decubito prono. Al
ingreso en UCI, el shock séptico fue una complicacion frecuente (n=1157 [54.5%]) y 611 (28.7%)

sujetos tenian insuficiencia renal aguda.

En referencia al tratamiento antiviral, todos los sujetos incluidos en el analisis recibieron el
tratamiento antiviral con oseltamivir antes del ingreso en UCI para poder controlar el sesgo de
tiempo immortal, tal y como se observa en la Figura 13. En total, 529 (24.9%) pacientes recibieron
oseltamivir de forma precoz. La obesidad fue el unico factor de riesgo asociado a la

administracion de tratamiento tardio con oseltamivir (tabla 7).

GAP Hospital [
capaniviral - [

GAP UCI
Ingreso al Follow up
Hospital
Oseltamivir precoz
Iniciacién de Tiempo cero ) ) ’
Oseltamivir Estancia UCI vivos 8 (4-16) dias
sintomas de la
influenza _ 1 (1-2) dias Estancia UCI fallecidos 11 (5-18) dias
v Ingreso UCI >
0 1 2 3 4 5 Days // 11
Follow up
Ingreso al
Hospital
Oseltamivir tardio Tiempo cero
Iniciacion de Estancia UCI vivos 10 (5-21) days
Inicio de los
sintomas de la 1 (1-2) dias Estancia UCI fallecidos 12 (5-21) days
influenza Ingreso UCI —
/4
0 2 5 6 Dias // 12

Figura 13. Tiempos del curso de la enfermedad por gripe grave de acuerdo con la administracion de
tratamiento antiviral con oseltamivir precoz o tardio. Gap fue el tiempo desde el inicio de los sintomas hasta

el ingreso al hospital, hasta recibir el antiviral y hasta el ingreso en UCI, respectivamente.
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Tabla 7. Factores asociados de forma independiente con la administracion tardia de oseltamivir.

OR IC 95% p
Edad 0.99 0.98 -0.99 0.003
Inmunosupresion 0.64 0.48 - 0.86 0.003
Asma 0.46 0.32-0.64 <0.001
EPOC 0.83 0.64 - 1.07 0.15
Insuficiencia cardiaca congestiva 0.63 0.46 - 0.86 0.004
Obesidad 1.49 1.18-1.87 0.01

La mortalidad global en UCI de los pacientes con neumonia por gripe fue del 21.3%. En la
poblacion no emparejada, el analisis univariado de mortalidad en UCI mostré diferencias

estadisticamente significativas entre supervivientes y fallecidos.

Los fallecidos fueron mayores (edad 57 [RIC 45-68] vs 53 [RIC 42-63], p<0.001),
predominantemente varones (65.7 vs 59.9%, p=0.03) y presentaron mayor gravedad de acuerdo
con el APACHE I score (20 [RIC 15-26] vs 14 [RIC 10-20], p<0.001), SOFA score (8 [RIC 5-
11] vs 5 [RIC 3-8], p<0.001), y con mayor nimero de infiltrados pulmonares (3 [RIC 2-4] vs 2
[RIC 2-4], p<0.001). Ademas, padecian con mayor frecuencia inmunosupresion e insuficiencia
renal crénica (24.1 vs 9.2% y 11.9 vs 7.1%, respectivamente, p=0.001). Los fallecidos
desarrollaron mas complicaciones (insuficiencia renal aguda, necesidad de VMI, co-infeccion

bacteriana, shock y NAV) que los supervivientes.
Tras realizar el ajuste por todos los factores de confusion (Figura 14), la regresion logistica binaria

evidencid que el tratamiento precoz con oseltamivir se asocié de forma independiente con un

efecto protector sobre la mortalidad en UCI (OR 0.69, IC 95% 0.51-0.95, p=0.02).
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OR (95% Cl)
Embarazo 0.55(0.34-0.89)
Oseltamivir precoz 0.69 (0.51-0.95)
Insuficiencia renal crénica 0.74 (0.47-1.16)
Duracién de oseltamivir 0.92 (0.89-0.95)
Género masculino 0.98 (0.72-1.34)
Edad 1.00 (0.99-1.00)
Co-infeccién bacteriana I 1.00 (0.75-1.35)
SOFA score I 1.01 (0.97-1.06)
APACHE Il score 1.04 (1.02-1.06)
N?® infiltrados pulmonares 1.20(1.07-1.34)
Corticosteroides co-adyuvantes 1.81 (1.40-2.35)
Neumonia asociada a la ventilacién mecanica 2.02(1.35-3.02)
Shock 2.05(1.48-2.85)
Insuficiencia renal aguda 2.07 (1.55-2.75)
Inmunosupresién 2.58 (1.83-3.63)
Ventilacién mecanica , 4.06 (2.26-7.29)

0 05 1 2 PR

OR (95% Cl)

Figura 14. Analisis multivariado con los factores de riesgo asociados de forma independiente con la

mortalidad en UCI

Como resultado adicional, en el analisis multivariado se pudo observar como por cada dia de
mayor duraciéon del tratamiento con oseltamivir, se reducia la mortalidad en UCI de forma

significativa (OR 0.92, IC 95% 0.89-0.95, p<0.001).

Los factores que se asociaron con mayor mortalidad fueron el mayor nimero de infiltrados
pulmonares en la radiografia de torax, el tratamiento co-adyuvante con corticosteroides, la NAV,
la presencia de shock al ingreso, la insuficiencia renal aguda al ingreso, la inmunosupresion y la

necesidad de ventilacion mecanica.
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Seguidamente se realiz6 el PSM para emparejar la cohorte de tratamiento con oseltamivir precoz
(n=529) con la cohorte de oseltamivir tardio (n=1058). Las diferencias en las caracteristicas
basales y complicaciones entre grupos en la cohorte no emparejada y emparejada se resumen en
la Tabla 8. Ambos grupos de estudio resultaron bien balanceados en términos de caracteristicas

demograficas, severidad, comorbilidades y complicaciones al ingreso.

Los tiempos del curso de la enfermedad (como el gap sintomas-hospital, gap sintomas-antiviral o
el gap sintomas-UCI) no pudieron ajustarse en el emparejamiento, debido a que éstas estan
estrictamente relacionadas con la administracion precoz y tardia del tratamiento antiviral. El gap
hospital-UCI, aunque no se incluyo en el modelo de PSM, resulté mas ajustado entre grupos en
la cohorte emparejada, aunque atin mostrd una leve diferencia estadisticamente significativa. Sin
embargo, el grupo de oseltamivir precoz tuvo un ligero retraso en el ingreso en UCI en
comparacion con el grupo control recibiendo, es decir, recibiendo mas tarde los cuidados

Intensivos.

La mortalidad en UCI fue significativamente menor en el grupo de oseltamivir precoz comparado
con el grupo de oseltamivir tardio (19.1 vs 24.6%, p=0.01). Asi mismo, la estancia en UCI (8
[RIC 4-16] vs 10 [RIC 5-21] dias, p<0.001) y la duracion de la ventilaciéon mecanica (5.7 [RIC
2.7-12] vs 8 [RIC 3-18] dias) fueron significativamente disminuidas con la administracion de

oseltamivir precoz.
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Tabla 8. Caracteristicas basales de la poblacion no emparejada y emparejada tras PSM en ambos grupos

de tratamiento antiviral.

Cohorte no emparejada

Cohorte emparejada

n=2124 n=1587
Oseltamivir Oseltamivir Oseltamivir Oseltamivir
Variables precoz tardio smd p precoz tardio smd p
n =529 n = 1595 n =529 n = 1058
Caracteristicas demograficas
Edad 57 (46-68) 52 (42-63) 023  <0.001 57 (46-68) 56 (46-67) 0,01 0.49
Género masculino 325 (61.4%) 974 (61.1%) 0.92 325 (61.4%) 657 (61.7%) 0.84
Severidad de la enfermedad
APACHE T score 16 (12-23) 15 (11-21) 0,19  <0.001 16 (12-23) 17 (12-22) 0,00 0.52
SOFA score 6 (4-9) 6 (4-8) 0.38 6 (4-8.2) 6 (4-9) 0.56
Infiltrados pulmonares <0.001
<2 327 (61.8%) 779 (48.8%) -0,19 445 (84.1%) 889 (84%) -0,00 0.99
<2 202 (38.2%) 816 (51.2%) 84 (38.2%) 169 (15.9%)
Curso de la enfermedad
Gap sintomas-hospital 2 (1-2) 5(3-6) <0.001 2 (1-2) 4 (3-6) <0.001
Gap sintomas-antiviral 2 (1-2) 5(4-7) <0.001 2 (1-2) 5(4-7) <0.001
Gap Hospital-UCI 1(1-2) 1(1-2) 0.002 1(1-2) 1(1-1) 0.04
Gap sintomas-UCI 3(2-4) 6 (5-8) <0.001 3(2-4) 6 (4-8) <0.001
Datos de laboratorio
Leucocitos (x10%/L) 9.1 (4.7-13.7) 6.9 (3.9-11.2) <0.001 9.1 (4.7-13.7) 7.4 (4.0-12.3) <0.001
Creatinina (mg/dl) 1(0.7-1.5) 0.9 (0.7-1.4) 0.05 1(0.7-1.5) 1(0.7-1.6) 0.36
Urea (mg/dl) 45 (30-72) 41 (28-67) 0.33 45 (30-72) 48 (31-77) 0.13
Comorbilidades
Cualquiera 401 (75.8%) 1099 (68.9%) 0.003 401 (75.8%) 738 (69.7%) 0.01
Asma 62 (11.7%) 103 (6.4%) 0,16  <0.001 62 (11.7%) 100 (9.4%) 0,07 0.18
EPOC 116 (21.9%) 277 (18.1%) 0.02 116 (21.9%) 204 (19.3%) 0.24
IcC 81 (15.3%) 148 (17.4%) 0,16  <0.001 81 (15.3%) 138 (13%) 0,06 0.24
IRC 44 (8.3%) 128 (8%) 0.90 44 (8.3%) 107 (10.1%) 0.28
Enfermedad hematolégica 49 (9.3%) 112 (7%) 0.11 49 (9.3%) 101 (9.5%) 0.92
Inmunosupresion 89 (16.8%) 174 (10.9%) 0,15 <0.001 89 (16.8%) 160 (15.1%) 0,04 0.42
Obesidad 132 (24.9%) 543 (34%) -0,20 <0.001 132 (24.9%) 261 (24.6%) 0,00 0.95
Embarazo 54 (10.2%) 182 (11.4%) 0.49 54 (10.2%) 131 (12.3%) 0.23
HIV/SIDA 10 (1.9%) 40 (2.5%) 0.52 10 (1.9%) 31 (2.9%) 0.28
Enfermedad neuromuscular 15 (2.8%) 39 (2.5%) 0.73 15 (2.8%) 23 (2.1%) 0.52
Enfermedad Autoinmune 17 (3.2%) 65 (4%) 0.44 17 (3.2%) 51 (4.8%) 0.17
Complicaciones
Insuficiencia renal aguda 154 (29.1%) 457 (28.6%) 0.88 154 (29.1%) 358 (33.8%) 0.06
Ventilacion mecanica 420 (79.4%) 1289 (80.2%) 0.51 420 (79.4%) 869 (82.1%) 0.21
Shock séptico 294 (55.6%) 863 (54.1%) 0.59 294 (55.6%) 608 (57.4%) 0.50
Co-infeccion bacteriana 144 (27.2%) 394 (24.7%) 0.27 144 (27.2%) 308 (29.1%) 0.46
Tratamiento
Duracioén de oseltamivir 7 (5-10) 8 (6-10) <0.001 7 (5-10) 8 (5-10) 0.02
Corticosteroides 209 (39.5%) 598 (37.5%) 0.43 209 (39.5%) 407 (38.4%) 0.72
Antibidticos 439 (82.9%) 1398 (87.6%) 0.008 439 (82.9%) 919 (86.8%) 0.05

Los datos representan frecuencias (porcentaje) o medianas (RIC). Gap fue el tiempo (en dias) entre dos puntos. Smd:

diferencias de medias estandarizadas. ICC: insuficiencia cardiaca congestiva. IRC: insuficiencia renal cronica.
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Una vez emparejadas con €xito ambas cohortes, se investigd la asociacion entre el tratamiento

con oseltamivir precoz y tardio con la mortalidad en el tiempo mediante el analisis de

supervivencia con el modelo de Cox causa-especifica para mortalidad en UCI. El modelo fue

ajustado por todos los factores de confusion (Figura 15) y mostr6 un significante efecto protector

en la supervivencia con el tratamiento precoz con oseltamivir (HR 0.77, IC 95% 0.61-0.99,

p=0.03). El modelo de causa-especifica para alta vivo de UCI también mostrdé efectos

beneficiosos significativos con el tratamiento precoz con oseltamivir al presentar mayor

probabilidad de ser dado de alta de la UCI vivo (HR 1.21, IC 95% 1.07-1.36, p=0.002).

Edad

Género masculino

APACHE Il score

SOFA score

Leucocitos

Insuficiencia renal aguda
Ventilacion mecénica
Influenza nosocomial

Shock séptico

Cualquier comorbilidad
Asma

EPOC

Insuficiencia cardiaca crénica
Insuficiencia renal crénica
Enfermedad hematolégica
Embarazo

Obesidad

HIV/SIDA

Enfermedad neuromuscular
Infiltrados pulmonares > 2
Enfermedad autoinmune
Inmunosupresién
Co-infeccién bacteriana
Corticosteroides co-adyuvantes
Duracién del tratamiento antiviral

Oseltamivir precoz

1587
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1587
1587
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1289
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219
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Hazard ratio (95% Cl)

HR (95% CI)
1.00 (0.99-1.01)
1.03 (0.80-1.34)
1.04(1.02-1.06)
1.04(1.01-1.08)
1.00 (1.00-1.00)
1.62(1.28-2.07)
4.16 (2.29-7.54)
1.19 (0.84-1.70)
2.34(1.72-3.18)
0.89 (0.64-1.23)
1.20 (0.79-1.84)
1.01(0.76-1.35)
0.99 (0.72-1.36)
0.84 (0.60-1.17)
1.40 (0.97-2.02)
0.56 (0.36-0.87)
0.91(0.70-1.20)
1.67 (1.00-2.80)
1.18(0.61-2.27)
1.16 (0.88-1.51)
0.82(0.48-1.41)
1.73(1.25-2.39)
0.84 (0.66-1.06)
1.67 (1.33-2.08)
0.89 (0.86-0.92)
0.67 (0.53-0.85)

p-value
0.49463
0.81099
<0.001
0.01837
0.65273
<0.001
<0.001
0.33475
<0.001
0.48486
0.39209
0.92653
0.95874
0.29961
0.07350
0.00904
0.52233
0.04969
0.62944
0.28581
0.47718
<0.001
0.13491
<0.001
<0.001
<0.001

Figura 15. Modelo de Cox causa-especifica para la mortalidad en UCI ajustada por factores de confusion.
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Finalmente, se realizo el analisis de riesgos competitivos con el modelo de Fine-Gray ajustado
por las mismas covariables que en el modelo de causa-especifica. Las curvas de supervivencia
mostraron que el tratamiento precoz con oseltamivir se asociaba de forma estadisticamente
significativa con una mayor probabilidad de supervivencia en UCI (subHR 0.67, IC 95% 0.53-
0.85, p<0.001) y una mayor probabilidad de alta vivo de UCI (subHR 1.28, IC 95% 1.13-1.44,

p<0.001), ambas representadas en la Figura 16.
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Figura 16. Analisis de supervivencia de riesgos competitivos con modelo de Fine-Gray ajustado para

mortalidad en UCI (grafico A) y para alta de la UCI vivo (grafico B).
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6.2 Estudio 2

Durante el periodo de estudio, se registraron datos de 2684 pacientes con gripe grave confirmada.
De éstos, se excluyeron 838 sujetos; 298 por datos faltantes, 272 por shock refractario, 119 por
presentarse como exacerbacion de asma o EPOC y 149 por presentarse como gripe extra
pulmonar, quedando un total de 1846 pacientes con neumonia por gripe que cumplieron los
criterios de inclusion para en analisis. De los pacientes incluidos, 604 (32.7%) fueron tratados

con corticosteroides coadyuvantes, mientras que, 1242 (67.3%) no recibieron corticosteroides.

Los corticosteroides administrados en el grupo de tratamiento fueron indicados inicamente como
terapia coadyuvante en la neumonia viral y fueron iniciados dentro de las primeras 24 horas del
ingreso en UCI. En referencia al tipo de corticosteroide, 578 (95.7%) recibieron
metilprednisolona, 23 (3.8%) prednisona y tres (0.5%) dexametasona. Los pacientes recibieron
una dosis diaria equivalente a 80 (RIC 60-120) mg de metilprednisolona y la mediana de duracion
del tratamiento con corticosteroides fue de 7 (RIC 5-10) dias. La frecuencia del uso de
corticosteroides de acuerdo a la temporada de gripe fue del 24.9% en 2009, del 39.6% en 2010,
del 29% en 2013 y del 31.4% en 2014. Considerando que el periodo de 2009 fue el basal (debido
a la pandemia), solo existia una reduccion estadisticamente significativa del uso de los

corticosteroides en 2013 (p=0.02).

En la tabla 9 se describen las diferencias en las caracteristicas clinicas entre los grupos de estudio.
El grupo de corticosteroides tenia levemente mayor severidad de la enfermedad en base al
APACHE 1I score (15 [RIC 10-20] vs 14 [RIC 10-19], p=0.004) y los pacientes de dicho grupo
necesitaron con mayor frecuencia VMI (83.8 vs 74.2%). La proporcion de obesidad (36.8 vs
31.2%, p=0.02), EPOC (25.5 vs 14.5%, p<0.001), asma (13.1 vs 6%, p<0.001), enfermedades
hematoldgicas (10.8 vs 5.5%, p<0.001), asi como la mortalidad en UCI (27.5 vs 18.8%, p<0.001)
fue significativamente mayor en el grupo de corticosteroides en comparacion con los pacientes
que no los recibieron. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre grupos respecto a la

estancia en UCI ni a los dias de ventilacidon mecanica.
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Tabla 9. Comparacion de las caracteristicas clinicas entre el grupo de corticosteroides y el grupo que no

recibio terapia con corticosteroides.

Corticosteroides Sin Corticosteroides
(n=604) (n=1242) P
Factores demograficos y severidad de la enfermedad
Edad 53 (41-62) 51 (39-61) 0.08
Género masculino 357 (59.1) 739 (59.5) 0.77
APACHE II score 15 (10-20) 14 (10-19) 0.004
SOFA score 5(4-8) 5(3-8) 0.33
Gap sintomas-hospital 4 (2-6) 4 (2-6) 0.64
Infiltrados pulmonares 2(2-4) 2 (2-4) 0.19
Tratamiento con oseltamivir 591 (97.8) 1198 (96.8) 0.13
Laboratorio
Lactato deshidrogenasa (UI) 584 (386-924) 608 (373-969) 0.45
Leucocitos (x 10°/L) 8.1 (4.6-12.9) 7.6 (4.3-12.1) 0.17
Procalcitonina (ng/mL) 0.5 (0.2-2.0) 0.7 (0.2-3.8) 0.02
Proteina C reactiva (mg/dL) 27 (12-80) 29 (14-105) 0.23
Comorbilidades
Asma 79 (13.1) 75 (6.0) 0.001
EPOC 154 (25.5) 178 (14.5) 0.001
Insuficiencia cardiaca congestiva 56 (9.3) 126 (10.1) 0.54
Insuficiencia renal crénica 53 (8.8) 98 (7.9) 0.52
Enfermedad hematoldgica 65 (10.8) 68 (5.5) 0.001
Embarazo 21(3.5) 52 (4.2) 0.45
Obesidad 221 (36.8) 387 (31.2) 0.02
Complicaciones
Insuficiencia renal aguda 128 (21.2) 284 (22.9) 0.44
Ventilacion mecénica invasiva 506 (83.8) 921 (74.2) 0.001
Neumonia viral primaria 465 (77.0) 994 (80.0) 0.13
Co-infeccion bacteriana 139 (23.0) 248 (20.0) 0.13
Neumonia asociada a la ventilacién mecénica 46 (7.6) 80 (6.4) 0.34
Shock séptico 313 (52.2) 624 (50.2) 0.56
Outcomes
Dias de ventilacion mecanica* 8 (3-17) 8 (3-16) 0.96
Estancia en UCT* 10 (5-19) 8 (5-18) 0.50
Mortalidad en UCI 166 (27.5) 234 (18.8) 0.001

Los datos representan nimeros (porcentaje) o medianas (RIC). Gap sintomas-hospital significa el tiempo

(en dias) desde el inicio de la sintomatologia de gripe hasta el ingreso al hospital. * En supervivientes.
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Mediante el analisis multivariado se identificaron la VMI, el asma, el EPOC y la enfermedad

hematoloégica como factores independientemente asociados con el uso de corticosteroides (Tabla
10).

Tabla 10. Regresion logistica binaria con los factores asociados a la administracion de corticosteroides.

OR IC 95% p
APACHE II score 1.00 0.98-1.01 0.79
Asma 2.38 1.68-3.38 0.001
EPOC 2.10 1.63-2.71 0.001
Enfermedad hematologica 2.51 1.72-3.68 0.001
Ventilacion mecénica invasiva 1.78 1.35-2.35 0.001
Obesidad 1.16 0.93-1.40 0.16

La mortalidad global en UCI fue del 21.6% (n=400). Entre los fallecidos, 166 (27.5%) sujetos
recibieron corticosteroides, mientras que, 234 (18.8%) sujetos fueron del grupo control (OR no
ajustado 1.6, IC 95% 1.3-2.0, p<0.001). En el analisis de mortalidad por subgrupos se observo
mayor proporcion de mortalidad en UCI de forma homogénea en todos los subgrupos con el uso
de corticosteroides, a excepcion de los sujetos sin ventilacion mecanica, SOFA < 5, PCR < 25,
pacientes con asma y con co-infeccion bacteriana, en los que las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 17). La mortalidad en UCI también fue mayor en el grupo
de corticosteroides en los casos de infeccion por virus influenza A(HIN1)pdm09 (27.1 vs 18.8%,
p=0.001) y en la infeccion por virus A no-(HIN1)pdm09 (29.8 vs 19.5%, p=0.04), comparado

con el grupo sin corticosteroides.
En la cohorte no emparejada, se realizé un analisis multivariado de mortalidad (Tabla 11),

encontrando que el uso de corticosteroides se asocid de forma independiente con mayor

mortalidad en UCI (OR 1.37, IC 95% 1.01-1.87, p=0.001).
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Subgrupos

APACHE Il > 15

Tratamiento con corticosteroides

Si

N° de fallecidos / Total de pacientes (%)

120/319 (37.6)

APACHE Il < 15 42/259 (16.2)
Shock si 125/313 (39.9)
Shock no 41/287 (14.3)
VMI si 161/506 (31.8)
VMI no 5/97 (5.2)
SOFA>5 123/315 (39.0)
SOFA <5 28/207 (13.5)
PCR> 25 67/226 (29.5)
PCR < 25 47/211 (22.3)
EPOC si 54/154 (29.2)
EPOC no 120/446 (26.9)
Asma si 15/79 (19.0)
Asma no 150/521 (28.8)

Co-infeccién bacteriana si

Co-infeccién bacteriana no

47/139 (33.8)
119/465 (25.6)
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e OR (IC 95%)
169/562 (30.1) S 1.4 (1.03-1.9)
55/612 (9.0) y 3 1.9 (1.2-3.0)
183/624 (29.3) —— 1.6(1.2-2.1)
49/606 (8.1) <& 1.9(1.2-3.0)
220/921 (23.9) —— 1.5(1.1-1.9)
13/319 (4.1) <& 1.3(0.4-3.9)
155/586 (26.5) ——— 1.8(1.8-2.4)
45/466 (9.7) < 1.4(0.8-2.5)
94/511 (18.4) 7'\ 1.8(1.3-2.7)
68/389 (17.5) 1@ 1.3(0.8-2.1)
36/179 (20.1) ® 2.1(1.3-3.¢)
196/1052(18.6) ® 1.6(1.2-2.1)
14/75 (18.7) 2 3 1.02(0.4-2.4)
218/1156(18.9) —— 1.7(1.3-2.2)
64/248 (25.8) | ¢ 1.5(0.9-2.3)
170/994 (17.1) ——— 1.6(1.3-2.1)
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Figura 17. Anélisis de mortalidad por subgrupos de acuerdo con la administracion de corticosteroides.

Tabla 11. Regresion logistica binaria para identificar los factores asociados con la mortalidad en UCI.

0.022
0.002
0.001
0.004
0.001
0.64
0.001
0.13
0.001
0.15
0.002
0.000
0.95
0.000
0.09

<0.001

OR IC 95% p
APACHE II score 1.08 1.05-1.11 <0.005
SOFA score 1.03 0.97-1.08 0.12
Retraso del ingreso en UCI 1.07 1.03-1.12 0.003
N° de infiltrados pulmonares 1.33 1.17-1.53 <0.005
Lactato deshidrogenasa 1.00 0.99 - 1.00 0.15
Contaje de leucocitos 1.00 0.99 - 1.00 0.10
Técnicas de depuracion extrarenal 1.99 1.28-3.08 <0.005
Proteina C reactiva 1.00 0.99 - 1.00 0.13
Ventilacion mecéanica 1.65 0.80-3.79 0.06
Shock 2.22 1.55-3.19 <0.005
Insuficiencia cardiaca congestiva 1.45 0.91-2.29 0.05
HIV/AIDS 1.84 0.84-3.98 0.08
Neumonia viral primaria 0.89 0.62-1.28 0.06
Co-infeccion bacteriana 1.00 0.99 - 1.00 0.10
Uso de corticosteroides 1.37 1.01-1.87 0.001
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Seguidamente, se realizdo el emparejamiento de los grupos de estudio mediante PSM,
emparejando 604 sujetos tratados con corticosteroides y 1242 controles sin corticosteroides. El
sumario del balance de las covariables en las cohortes no emparejadas y emparejadas se muestran
en la Tabla 12. El poder discriminatorio del modelo de PSM resulté bueno, con un area bajo la
curva de la caracteristica operativa del receptor de 0.82 (IC 95% 0.77-0.87, p<0.01). La precision
de la prediccion del modelo PSM (set de entrenamiento) con respecto al conjunto de validacion

fue 0.82.

La supervivencia acumulada estimada de acuerdo con las curvas de Kaplan-Meier mostraron una
menor supervivencia en el grupo de corticosteroides en comparacion con el grupo control (log-
rank test 560.6, p<0.001). Para determinar la asociacion del uso de corticosteroides con la
mortalidad en UCI en el tiempo, se procedid a realizar la regresion de Cox ajustada por los
factores de confusion (edad, APACHE II, Gap hospital-UCI, nimero de infiltrados pulmonares,
lactato deshidrogenasa, creatina quinasa, insuficiencia renal aguda, técnicas continuas de
reemplazo renal, grado de disfuncion renal, urea, procalcitonina, ventilacion mecanica, fracaso
de la VMNI, insuficiencia cardiaca cronica, insuficiencia renal cronica, embarazo, HIV/SIDA,
enfermedad neuromuscular, enfermedad autoinmune, inmunosupresion y NAV). El grafico de
supervivencia (Figura 18) mostré como la administracion de corticosteroides se asocié de forma
estadisticamente significativa con mayor mortalidad a lo largo del tiempo (HR 1.32, IC 95% 1.08-
1-60, p=0.006). El modelo de Fine-Gray para el andlisis de riesgos competitivos (Figura 19)
mostrd hallazgos similares, reportando mayor probabilidad de muerte en UCI con el uso de
corticosteroides (subHR 1.37, IC 95% 1.12-1.68, p<0.001) asi como menor probabilidad de alta

vivo de UCI, comparado con el grupo sin corticosteroides.

100



Resultados |

Tabla 12. Caracteristicas al ingreso de las cohortes expuestas a tratamiento con corticosteroides y sin

corticosteroides, antes y después del emparejamiento con PSM.

Cohorte no emparejada

Cohorte emparejada

Corticosteroides . Sin . . Corticosteroides . Sin . .
(n=604) corticosteroides  Dist. (n=604) corticosteroides Dist.
(n=1242) (n=1242)
Distancia global 0.372 0.298 0.074 0.372 0.372 0.000
Datos demogrificos
Edad 52.178 51.011 1.166 52.178 51.806 0.371
Femenino 0.406 0.404 0.002 0.406 0.415 -0.008
Masculino 0.593 0.595 -0.002 0.593 0.584 0.008
Severidad
APACHE II score 16.076 15.121 0.954 16.076 15.666 0.410
SOFA score 5.879 5.827 0.052 5.879 5.641 0.237
Curso y enfermedad
Gap sintomas-hospital 4.861 4.720 0.14 4.861 4.604 0.256
Gap hospital-UCI 2.686 2.157 0.528 2.686 2.534 0.151
Neumonia viral primaria 0.774 0.800 -0.025 0.774 0.801 -0.026
Co-infeccion bacteriana 0.225 0.199 0.025 0.225 0.199 0.026
N Infiltrados pulmonares 2.486 2.430 0.055 2.486 2.488 -0.001
Laboratorio en plasma
Lactato deshidrogenasa 832.237 832.313 -0.075 832.237 837.317 -5.080
Creatina quinasa 1633.346 1564.645 68.701 1633.346 1608.037 25.309
Contaje leucocitos 10058.157 9255.053 803.103 10058.157 10008.325 49.831
Procalcitonina 6.039 6.820 -0.781 6.039 5.327 0.711
Proteina C reactiva 65.184 75.870 -10.686 65.184 65.358 -0.173
Urea 52.013 51.558 0.454 52.013 49.520 2.493
Comorbilidades
Asma 0.130 0.060 0.070 0.130 0.133 -0.003
EPOC 0.259 0.144 0.115 0.259 0.256 0.002
1CC 0.089 0.102 -0.012 0.089 0.089 0.000
IRC 0.086 0.080 0.005 0.086 0.092 -0.005
Enfermedad hematologica 0.108 0.055 0.052 0.108 0.093 0.014
Embarazo 0.035 0.041 -0.006 0.035 0.040 -0.040
Diabetes mellitus 0.171 0.168 0.002 0.171 0.173 -0.002
Obesidad 0.369 0.314 0.055 0.369 0.410 -0.040
HIV-AIDS 0.039 0.019 0.019 0.039 0.022 0.016
Enfermedad neuromuscular 0.020 0.029 -0.008 0.020 0.027 -0.007
Enfermedad autoinmune 0.050 0.029 0.021 0.050 0.049 0.001
Complicaciones
Insuficiencia renal aguda 0.210 0.230 -0.020 0.210 0.197 0.012
TCRR 0.098 0.091 0.007 0.098 0.095 0.003
Ventilacion mecanica 0.839 0.743 0.095 0.839 0.858 -0.019
Shock 0.515 0.507 0.008 0.515 0.487 0.027
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Los datos se presentan como numeros (porcentaje) o medianas (RIC). Gap sintomas-hospital significa el

tiempo desde el inicio de los sintomas de gripe (en dias) hasta el ingreso al hospital. Dist: distancias. ICC:

insuficiencia cardiaca congestiva. IRC: insuficiencia renal cronica. TCRR: técnicas continuas de reemplazo

renal.

Corticosteroides =+~ No = Si

0.9-

0.8-

0.7-

06-

05 (HR: 1.32 95% CI 1.08-1.60, p=<0.006)
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== 1242 1113 1039 1000 980 976 973 970 969 969
604 536 487 458 446 442 441 440 439 437

Figura 18. Grafico de supervivencia ajustado con regresion de Cox estratificada de acuerdo con la

administracion de corticosteroides.
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Figura 19. Analisis de riesgos competitivos ajustado realizado con la regresion de Fine-Gray.
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6.3 Estudio 3

Entre el 6 de febrero y el 20 de septiembre de 2020, se recopilaron datos de 2516 pacientes criticos
con enfermedad COVID-19. Tras aplicar los criterios de exclusion, se incluyeron en el analisis
un total de 1835 pacientes sometidos a VMI por SDRA asociado a COVID-19. Entre ellos, 1117

(60.9%) recibieron tratamiento coadyuvante con corticosteroides.

La mediana de edad de la poblacion fue de 65 afios (RIC 56-72) y 1290 (70.3%) eran varones. La
mediana de APACHE Il y de SOFA fue de 15 (RIC 11-19) y 6 (RIC 4-8), respectivamente. El
tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el diagnoéstico de COVID-19 fue de 6 (RIC 4-8) dias
y el tiempo desde el ingreso hospitalario hasta la UCI fue de 2 (RIC 0-4) dias. Casi tres de cada
cuatro (n=1361; 74.2%) pacientes padecian al menos una comorbilidad subyacente, siendo la
hipertension arterial (n=852; 46.4%) la mas frecuente de ellas. Todos los sujetos incluidos
requirieron VMI por insuficiencia respiratoria aguda, tras el fracaso de la oxigenoterapia
convencional (n=278, 15.1%), OAF (n=260; 14.2 %) o la VMNI (n=64, 3.5%), mientras que el
resto (n=1234, 67.2%) necesitd VMI como medida de soporte respiratorio de primera linea debido

al fracaso precoz de la oxigenoterapia inicial.

En las primeras 24 horas de ingreso en UCI, 476 (25.9%) fueron clasificados como SDRA leve,
933 (50.8%) como SDRA moderado y 426 (23.2%) como SDRA grave. Los pacientes presentaron
hipoxemia profunda, con un valor mediano de PaO,/FiO, de 141 (RIC 98-188) mmHg y
requirieron maniobras de decubito prono de forma frecuentemente (n=1186, 64.6%). Las
estrategias de ventilacion protectora se implementaron ampliamente (Tabla 13), con un Vt de 6.5
(RIC 6-7) ml/Kg de peso ideal, titulaciones de PEEP con niveles moderados (mediana 12 [RIC
10-14] cmH,0) y presiones alveolares de 25 (RIC 22-29) cmH,O.
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Tabla 13. Parametros respiratorios en los pacientes con SDRA asociado a COVID-19 de acuerdo con la

severidad del SDRA.
Severidad del SDRA
N=1835
Leve Moderado Severo
(n=476) (n=933) (n=426)
. . No . . No . . No
Cort(llclozsztg;;) ides Corticosteroides p Cort(llclozsstgg;) ides Corticosteroides p Cort(llclozszt;;';) ides Corticosteroides P
(n=209) (n=367) (n=142)
Pa0,/FiO>
(mmHg) 240 (217-266) 240 (220-263) 0.67 145 (121-169) 150 (122-172) 0.15 80 (69-91) 81 (66-90) 0.85
2}?2 60 (50-80) 50 (45-70) <0.01 70 (60-100) 65 (50-80) <0.01 100 (100-100) 100 (80-100) 0.06
0
PEEP 12 (10-14) 12 (10-14) 0.10 12 (10-14) 12 (10-14) 0.23 12 (10-14) 12 (10-14) 0.73
(cmH20) ’ ’ ’
Frecuencia
respiratoria 20 (17-22) 20 (18-22) 0.82 20 (18-23) 20 (18-23) 0.73 20 (17-23) 18 (17-22) 0.21
(rpm)
pH 736 (7.31-7.41)  7.36(7.31-7.42) 0.55  7.36(7.30-7.41)  7.37(7.31-7.42) 015  7.35(7.28-7.42)  733(7.28-7.39) 037
pCO2
tomEg) 43 (38-49) 41 (36-48) 0.05 44 (39-51) 43 (38-49) 0.08 45 (40-54) 46 (40-54) 0.91
Vr
(mL/Kg PIC) 6.5 (6.0-7.0) 6.5 (6.0-7.4) 0.31 6.4 (6.0-7.0) 6.4 (6.0-7.0) 0.62 6.5 (6.0-7.3) 6.7 (6.0-7.2) 0.51
Presion
Plateau 25 (22-28) 25 (22-28) 0.26 26 (23-29) 25 (22-28) 0.12 27 (23-30) 26 (23-30) 0.85
(cmH20)
Posicion prona 172 (64.6%) 123 (58.8%) 0.21 347 (61.3%) 215 (58.5%) 0.40 213 (74.7%) 116 (81.6%) 0.12
ECMO 8 (3%) 4 (1.9%) 0.45 9 (1.6%) 7 (1.9%) 0.71 3(1.1%) 1 (0.7%) 0.72
Maniobras de 163 (61%) 96 (45.9%) <0.01 306 (54%) 158 (43%) <0.01 202 (71.1%) 85 (59.9%) 0.02
reclutamiento
Duracién de 15 (8-25) 14 (8-25) 0.39 15 (9-27) 15 (9-26) 0.74 17 (9-28) 14 (8-25) 0.15

VMI (dias)

Los datos representan frecuencias (porcentajes) o medianas (RIC). PaO,/FiO,: relacion entre la presion arterial de

oxigeno (Pa0O,) y la fraccion inspirada de oxigeno (FiO). PEEP: presion positiva al final de la espiracion. pCOs:

presion parcial de didxido de carbono. PIC: peso ideal corporal. ECMO: membrana de oxigenacion extracorporea.
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De los pacientes que recibieron tratamiento con corticosteroides, la metilprednisolona fue el

corticosteroide mas frecuentemente administrado (n=856/1117, 76.6%), seguido de la

dexametasona (n=247/1117, 22.1%). El tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el inicio de

los corticosteroides fue de 9 (RIC 7-12) dias. La duracion del tratamiento con corticosteroides fue

de 5 (RIC 3-10) para la metilprednisolona y de 10 (RIC 5-10) dias para la dexametasona (Tabla

14).

Tabla 14. Descripcion del uso de corticosteroides en los pacientes con SDRA asociado a enfermedad

COVID-19 con ventilacion mecanica invasiva.

Grupo Corticosteroides

(n=1117)
Tipo de corticosteroides
Metilprednisolona 856 (76.6%)
Dexametasona 247 (22.1%)
Hidrocortisona 10 (0.9%)
Metilprednisolona mas hidrocortisona 2 (0.2%)
Metilprednisolona mas dexametasona 2 (0.2%)
Curso del tratamiento con corticosteroides (dias)
Tiempo desde el inicio de los sintomas hasta el inicio de corticosteroides 9[7-12]
Duracion del tratamiento con corticosteroides 6[3-10]
Metilprednisolona 5[3-10]
Dexametasona 10 [5-10]

Severidad del SDRA al inicio de los corticosteroides
Leve
Pa02/FiO2 (mmHg)
Moderado
Pa02/FiO2 (mmHg)
Severo

PaO,/FiO2 (mmHg)

267 (23.9%)
240 [217-266]
566 (50.7%)
145 [121-169]
284 (25.4%)
80 [69-91]
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Los factores que se asociaron de forma independiente con el uso de los corticosteroides fueron el

SDRA grave (OR 1.29, IC 95% 1.00-1.65, p=0.04) y la administracion de tocilizumab (Tabla 15).

Tabla 15. Analisis multivariado de los factores asociados de forma independiente con el uso de

corticosteroides.
OR IC 95% p
Disfuncion miocardica 0.64 0.46 —0.89 0.009
Insuficiencia renal aguda 0.79 0.64 —0.98 0.03
Proteina C reactiva > 15 mg/dl 0.80 0.65-0.98 0.03
SDRA leve 0.82 0.65-1.04 0.10
D-dimero 1.00 1.00-1.00 0.12
Gap hospital-UCI 1.09 0.98 -1.03 0.49
SDRA grave 1.29 1.00 - 1.65 0.04
Tocilizumab 1.88 1.50-2.35 <0.001

En global, la mortalidad en UCI fue del 33.5% (n=615). Con la regresion logistica multinivel se
encontr6 una variabilidad inter-hospitalaria despreciable (varianza 0.17, DE + 0.41 con un ICC

de 0.05) para la mortalidad en UCI, indicando que no hubo efecto de centro sobre la mortalidad.

A continuacion, se realizd el emparejamiento de la poblacion con PSM de acuerdo con la
administracion de corticosteroides, de tal forma que, 1117 sujetos del grupo de corticosteroides
fueron emparejados con 463 sujetos que no recibieron corticosteroides. Gran multitud de
variables fueron incluidas en el modelo PSM y estuvieron bien balanceadas entre cohortes
emparejadas (Tabla 16). Tras el emparejamiento, las cohortes se presentaron ajustadas en
términos de caracteristicas demograficas, severidad de la enfermedad, comorbilidades, curso de
la enfermedad, resultados de laboratorio, complicaciones al ingreso en UCI, asi como, en

tratamientos relevantes concomitantes.
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Tabla 16. Caracteristicas basales de los grupos segun el tratamiento con corticosteroides antes y después

del emparejamiento con PSM.

Cohorte no emparejada

Cohorte emparejada

(n=1835) (n=1580)
. . Sin . . Sin
Cor(t::;ﬁl;;ldes Corticosteroides Smd Cor(t::;ﬁl;;ldes Corticosteroides Smd P
(n=718) (n=463)
Caracteristicas demograficas
Edad 64 [57-71] 65 [55-72] -0.03 0.31 64 [57-71] 66 [57-72] -0.06 0.33
Género 0.04
Masculino 793 (71%) 497 (69.2%) ’ 0.44 793 (71%) 339 (73.2%) 0.05 0.38
_Femenino 324 (29%) 221 (30.8%) 324 (29%) 124 (26.8%)
Indice masa corporal (Kg/m?) 28 [26-31] 28 [26-31] 0.02 0.45 28 [26-31] 28 [26-31] 0.03 0.82
Curso de la enfermedad (dias)
Gap sintomas-diagnostico 6 [4-8] 6 [4-8] - 0.78 6.2 [4-8] 6.5 [5-8] - 0.33
Gap sintomas-hospital 7 [5-8] 6 [4-8] 0.06 0.09 7 [5-8] 6.2 [5-8] 0.05 0.37
Gap hospital-UCI 2 [0-4] 1[0-3] 0.06 0.02 2 [0-4] 1[0-3] 0.14 0.11
Comorbilidades
Cualquier comorbilidad 825 (73.9%) 536 (74.6%) -0.02 0.74 825 (73.9%) 339 (73.2%) 0.01 0.84
Hipertension arterial 512 (45.8%) 340 (47.3%) -0.03 0.55 512 (45.8%) 213 (46%) -0.01  0.99
IECA previos 173 (15.5%) 128 (17.8%) 0.20 173 (15.5%) 87 (18.8%) 0.12
ARA-II previos 201 (18%) 126 (17.5%) 0.85 201 (18%) 68 (14.8%) 0.13
Diabetes mellitus 236 (21.1%) 143 (20%) 0.03 0.57 236 (21.1%) 85 (18.4%) 0.06 0.25
Dislipemia 120 (10.7%) 68 (9.5%) 0.04 0.42 120 (10.7%) 40 (8.7%) 0.06 0.27
Cardiopatia isquémica cronica 73 (6.5%) 49 (6.8%) -0.01 0.88 73 (6.5%) 25 (5.5%) 0.04 0.49
Asma 80 (7.2%) 41 (5.7%) 0.06 0.25 80 (7.2%) 28 (6%) 0.04 047
EPOC 79 (7.1%) 61 (8.5%) -0.05 0.30 79 (7.1%) 25 (5.4%) 0.06 0.77
Insuficiencia renal cronica 46 (4.1%) 31 (4.3%) -0.01 0.92 46 (4.1%) 15 (3.2%) 0.04 048
Inmunosupresion 40 (3.6%) 24 (3.3%) 0.01 0.88 40 (3.6%) 15 (3.3%) 0.01  0.90
Enfermedad hematoldgica 34 (3%) 33 (4.6%) -0.09 0.10 34 (3%) 14 (3%) 0.01  0.99
Enfermedad autoinmune 47 (4.2%) 30 (4.2%) 0.01 0.99 47 (4.2%) 17 (3.7%) 0.02 0.78
Enfermedad neuromuscular 9 (0.8%) 9 (1.2%) -0.05 0.47 9 (0.8%) 4 (0.8%) 0 0.99
Hipotiroidismo 32 (2.8%) 25 (3.5%) -0.04 0.54 32 (2.8%) 8 (1.6%) 0.07 0.20
Severidad de la enfermedad
APACHE 11 score 15[11-18] 15[11-19] -0.07 0.51 15[11-18] 15[11-18] 0.03 0.87
SOFA score 6 [4-8] 6 [4-8] -0.04 0.74 6 [4-7] 6 [4-7] 0.04 0.49
Infiltrados pulmonares
<2 355 (31.8%) 223 (31.1%) 0.02 0.78 355 (31.8%) 131 (28.4%) 0.07 0.20
>2 762 (68.2%) 495 (68.9%) 762 (68.2%) 332 (71.6%)
SDRA
Leve 267 (23.9%) 209 (29.1%) -0.12 0.005 266 (23.8%) 110 (23.8%) 0 022
Moderado 566 (50.7%) 367 (51.1%) -0.01 ' 566 (50.7%) 253 (54.6%) -0.08 '
Severo 284 (25.4%) 142 (19.8%) 0.13 285 (25.5%) 100 (21.6%) 0.09
Resultados de laboratorio
Proteina C reactiva (mg/dl) 15.9[9.1-24.6] 17.1]10.1-24.8]  -0.09 0.09 16 [9.0-24.3] 17.4110.3-24.7] -0.06 0.11
Procalcitonina (ng/ml) 0.3 [0.2-0.8] 0.3 [0.2-0.9] -0.05 0.22 0.3 [0.2-0.8] 0.3 [0.2-0.7] 0.06 0.28
D-dimero (ng/ml) 1810 [790-4845] 1600 [742-4193]  0.09 0.03 1801 [790-4817] 1650 [774-4237] 0.13  0.24
Complicaciones
Shock 545 (48.8%) 370 (51.5%) -0.05 0.27 545 (48.8%) 242 (52.2%) -0.07 0.24
Insuficiencia renal aguda
RIFLE I 94 (8.4%) 84 (11.7%) -0.12 0.01 94 (8.4%) 38 (8.2%) 0.01 081
RIFLE II 81 (7.3%) 67 (9.3%) -0.08 ’ 81 (7.3%) 31 (6.6%) 0.02 ’
RIFLE IIT 147 (13.2%) 101 (14.1%) -0.03 147 (13.2%) 54 (11.7%) 0.04
Disfuncion miocardica 89 (7.8%) 91 (12.7%) -0.17  0.001 89 (7.8%) 37 (8.1%) -0.01  0.99
Co-infeccion bacteriana 128 (11.4%) 74 (10.3%) - 0.48 128 (11.4%) 49 (10.6%) - 0.67
Tratamientos concomitantes relevantes
Remdesivir 24 (2.2%) 19 (2.7%) - 0.59 24 (2.2%) 12 (2.6%) - 0.72
Tocilizumab 392 (35.1%) 156 (21.7%) 0.28  <0.001 392 (35.1%) 147 (31.7%) 0.07 0.21
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Los datos representan frecuencias (porcentaje) y medianas (RIC). Gap fue el tiempo transcurrido entre dos
puntos. Smd: diferencias medias estandarizadas. IECA: inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina. y ARA-II: bloqueadores de receptores de angiotensina II. RIFLE fue definido de acuerdo a
la escala Risk, Injury, Failure, Loss y End stage de la insuficiencia renal. Disfuncion miocardica se definié

como la identificada mediante ecocardiografia.
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En la cohorte emparejada, la mortalidad en UCI no fue diferente entre ambos grupos de estudio
(grupo corticosteroides n=378/1117 [33.8%] vs grupo sin corticosteroides n=143/463 [30.9%)],
p=0.28). Tras realizar un ajuste por factores de confusion, el tratamiento con corticosteroides no

se asocio con la mortalidad en UCI (OR 1.26, IC 95% 0.96-1.65, p=0.09) (Tabla 17).

Tabla 17. Analisis multivariado para identificar los factores asociados con la mortalidad en UCI en la

cohorte emparejada.

OR IC 95% p
Género masculino 1.06 0.81-1.39 0.66
Edad 1.06 1.04-1.07 <0.001
Gap sintomas-hospital 0.95 0.91-0.98 0.002
APACHE II score 1.01 0.99 - 1.04 0.16
SOFA score 1.03 0.97-1.09 0.27
Proteina C reactiva 1.01 0.99 -1.02 0.07
D-dimero 1.00 1.00 - 1.00 0.12
Shock al ingreso 1.26 0.97 -1.64 0.08
EPOC 2.06 1.31-3.23 0.002
Insuficiencia renal cronica 1.13 0.59-2.14 0.70
Enfermedad hematologica 2.02 1.04-3.95 0.04
Diabetes mellitus 1.12 0.83-1.52 0.43
Cardiopatia isquémica cronica 1.94 1.21-3.11 0.006
Hipertension arterial 1.08 0.83-1.40 0.52
Inmunosupresion 1.89 1.02-3.51 0.04
Corticosteroides 1.26 0.96 - 1.65 0.09
Lopinavir mas ritonavir 1.20 0.85-1.68 0.28
Interferon beta 1.19 0.92 -1.56 0.18
Tocilizumab 0.96 0.74-1.26 0.78
SDRA leve 0.71 0.52-0.97 0.03
SDRA grave 1.57 1.18-2.10 0.002
Disfuncién miocardica 1.70 1.11-2.58 0.01
RIFLE I 1.24 0.82-1.87 0.30
RIFLE I 2.03 1.32-3.13 0.001
RIFLE III 5.17 3.56-17.50 <0.001
NAV 1.03 0.76 — 1.38 0.84

La disfuncion miocardica fue diagnosticada por ecocardiografia. RIFLE fue definido de acuerdo a la escala

Risk, Injury, Failure, Loss y End stage de la insuficiencia renal.
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Con el fin de investigar el efecto de los corticosteroides en la mortalidad a lo largo del tiempo, se
llevo a cabo un analisis de supervivencia mediante la regresion de Cox causa-especifica tiempo-
dependiente con “step function”. Tras ajustar el modelo con factores de confusion, el modelo
mostro un efecto tiempo dependiente de los corticosteroides (Figuras 20 y 21). Es decir, el uso de
corticosteroides al ingreso se asoci6 con una disminucion de la mortalidad en UCI (HR a corto
plazo 0.53, IC 95% 0.39-0.72, p<0.001) hasta el dia 17 de ingreso, aunque a partir de ese punto
del tiempo, el efecto de los corticosteroides sobre la supervivencia se invirtié y se observaron
efectos perjudiciales asociandose con mayor mortalidad en UCI a lo largo del tiempo (HR a largo

plazo 1.68, IC 95% 1.16-2.45, p=0.01).

En el analisis de sensibilidad por subgrupos comparando la proporcion de mortalidad en UCI
entre grupos de tratamiento, se observaron hallazgos similares al analisis primario. Dicho de otro
modo, no hubo diferencias en la mortalidad en UCI entre los subgrupos (Tabla 18). Asimismo,
mediante el analisis de supervivencia, el efecto tiempo-dependiente del tratamiento con
corticosteroides también se encontré de forma homogénea en la practica totalidad de los
subgrupos de estudio (Figura 22). Los graficos de supervivencia para cada subgrupo estratificados
segun el grupo de tratamiento con corticosteroides se representan en las Figuras 23 y 24, en las
que se pudo observar mas visualmente el efecto tiempo-dependiente del tratamiento con

corticosteroides con un cruce en las curvas de supervivencia en la mayoria de los subgrupos.

En la mayoria de los subgrupos, el tratamiento con corticosteroides al ingreso en UCI se asocid
con una mayor supervivencia a corto plazo hasta el dia 17 de ingreso en UCI, aunque la direccion
del efecto cambid en ese punto del tiempo observandose, entonces, efectos negativos sobre la
mortalidad a largo plazo. No obstante, el tratamiento con corticosteroides se asoci6 con efectos
beneficiosos en la supervivencia sin conllevar mayor mortalidad a largo plazo en los subgrupos
de edad < 60 afios, Gap corticosteroides > 7 dias, SDRA severo y tratamiento concomitante con
tocilizumab. En cambio, los corticosteroides no tuvieron ningtin efecto sobre la supervivencia en

los pacientes con SDRA leve al ingreso.
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Proteina C reactiva
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D-dimero
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Lopinavir mas ritonavir
Remdesivir

Interferon
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RIFLE I

Corticosteroides a corto plazo
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HR (IC 95%)
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0.72(0.24 - 2.16)
1.12(0.66 — 1.89)
1.57 (1.13-2.16)
1.00(0.77 - 1.32)
1.42(0.91-2.22)
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1.00 (0.98 - 1.01)
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1.21(0.96 - 1.52)
1.00 (1.00 - 1.00)
1.01 (1.00 - 1.02)
1.04 (0.86 - 1.25)
1.00 (1.00 - 1.01)
1.01 (1.00 - 1.02)
1.02 (1.00 - 1.05)
1.00 (1.00 - 1.01)
1.00 (1.00 — 1.00)
0.89 (0.57 - 3.57)
1.43(0.57 - 3.57)
1.02 (0.77 - 1.35)
0.97 (0.55 - 1.70)
1.20 (0.98 - 1.48)
1.26 (0.79 - 2.01)
0.98 (0.77 - 1.24)
0.66 (0.48 - 0.92)
1.09 (0.83 - 1.43)
1.37 (0.97 - 1.93)
1.01(1.00 - 1.01)
1.06(1.03-1.11)
0.89 (0.79 - 0.99)
1.01 (1.00- 1.02)
0.95 (0.69 - 1.29)
1.00 (0.72 - 1.39)
1.07 (0.75 - 1.52)
1.70 (1.31-2.21)

0.53(0.39-0.72)
1.68 (1.16 — 2.45)

]
0.05

<0.001
<0.001
0.32
0.02
0.25
0.47
0.83
0.29
0.93
0.95
0.01
0.21
0.52
0.77
0.56
0.67
0.01
0.97
0.12
0.01
0.79
0.81
0.84
0.10
<0.001
0.04
0.71
0.19
0.12
0.05
0.62
0.01
0.61
0.44
0.91
0.91
0.08
0.34
0.85
0.01
0.54
0.07
0.03
<0.001
0.03
0.13
0.73
0.99
0.71
<0.001

<0.001
0.01
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Figura 20. Regresion de Cox causa-especifica tiempo-dependiente ajustada para mortalidad en UCI.
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Corticosteroides

Sin Corticosteroides
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N° en riesgo Dias en UCI
- 463 360 213 123
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Figura 21. Grafico de supervivencia del modelo de Cox causa-especifica tiempo-dependiente para

mortalidad en UCI estratificada por grupos de tratamiento con corticosteroides. Se observa como en el

grupo de corticosteroides (al ingreso en UCI) hay una disminucion significativa de la mortalidad a corto

plazo hasta el dia 17 de estancia en UCI, aunque a partir de ese punto del tiempo, existe un marcado cambio

en el efecto del tratamiento con corticosteroides, generando un cruce de las curvas y condicionando una

reduccion significativa de la supervivencia a largo plazo.
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Tabla 18. Analisis de sensibilidad por subgrupos emparejados comparando la proporcion de mortalidad en

UCT ajustada por multiplicidad. Gap corticosteroides fue el tiempo desde el inicio de sintomas hasta el

inicio de los corticosteroides.

Mortalidad en UCI
Corticosteroides Sin corticosteroides P
Subgrupos emparejados
(n° fallecidos / n° total) (n° fallecidos / n° total) ajustada

Edad

< 60 afios 62 /361 (17.2%) 16 /149 (10.1%) 0.08 0.33

> 60 afios 316 /756 (41.8%) 133 /314 (42.3%) 0.92 0.99
Gap corticosteroides

<7 dias 129 /332 (38.9%) 59/162 (36.1%) 0.62 0.85

> 7 dias 191/ 653 (29.3%) 83/256 (32.3%) 0.40 0.62
SDRA

Leve 69 /266 (25.9%) 21/120 (17.6%) 0.09 0.33

Moderado 187 /566 (33%) 66 /239 (27.7%) 0.16 0.35

Severo 122 /285 (42.8%) 40 /97 (41%) 0.85 0.99
Duracion de
corticosteroides

<7 dias 245/ 683 (35.9%) 111/364 (30.5%) 0.09 0.33

S 7 dias 133 /434 (30.6%) 88/290 (30.3%) 0.99 0.99
Tocilizumab

Si 108 /392 (27.6%) 36/114 (31.6%) 0.40 0.62

No 270/ 725 (37.2%) 113 /349 (32.4%) 0.12 0.33

Los datos representan frecuencias (porcentaje). Gap corticosteroides fue el tiempo desde el inicio de los

sintomas hasta el inicio del tratamiento. El valor de p fue ajustado por la multiplicidad.

113



® Corto plazo (<17 dias)

® Largo plazo (>17 dias)

Edad :
< 60 afos r . .
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Gap corticosteroides
<7 dias —_
> 7 dias —
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Severo —
Duracién de corticosteroides
< 7 dias —
: _—
> 7 dias ‘ ;
! ———
Tocilizumab ;
No |—o—|i
E —_
Corticosteroides a favor 1 Corticosteroides en contra

Resultados |

P
HR (IC 95%) ajustada

0.20 (0.08-0.50)
2.97 (0.94-9.36)
0.50 (0.37-0.69)
1.64 (1.07-2.49)

0.51(0.29-0.87)
2.07 (0.98-4.37)
0.53 (0.34-0.83)
0.98 (0.61-1.58)

0.74 (0.30-1.84)
1.25 (0.58-2.68)
0.45 (0.28-0.70)
2.11(1.16-3.81)
0.47 (0.27-0.81)
1.49 (0.67-3.29)

0.71 (0.47-1.06)
2.20 (1.32-3.65)
0.40 (0.27-0.61)
1.89 (1.14-3.15)

0.26 (0.14-0.47)
0.83 (0.39-1.78)
0.67 (0.46-0.97)
2.04 (1.30-3.21)

0.004
0.07
0.004
0.03

0.03
0.11
0.02
0.93

0.60
0.63
0.004
0.02
0.02
0.42

0.12
0.006
0.004
0.02

0.004
0.66
0.06
0.006

Figura 22. Analisis de sensibilidad por subgrupos mediante modelo de Cox tiempo-dependiente,

investigando la asociacion del tratamiento con corticosteroides y la mortalidad en UCI en los distintos

subgrupos de estudio y ajustados por multiplicidad. Gap corticosteroides fue el tiempo desde el inicio de

los sintomas hasta el inicio del tratamiento.
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Figura 23. Graficos de supervivencia del andlisis por subgrupos pre-especificados.
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Figura 24. Graficos de supervivencia del andlisis por subgrupos post-hoc.
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Los objetivos secundarios del estudio se presentan en la Tabla 19. La mortalidad hospitalaria fue

del 38.3% en el grupo de corticosteroides y del 33.0% en el grupo sin corticosteroides (p=0.05).

El numero de dias libres de ventilacion mecanica a los 28 dias no fue estadisticamente diferente

y su incidencia acumulada fue similar entre grupos tras el analisis de riesgos competitivos (Figura

25). Tampoco se observaron diferencias en la estancia en UCI en los supervivientes. En referencia

a las superinfecciones, los corticosteroides no se asociaron de forma estadisticamente

significativa con el desarrollo de NAV en el analisis multivariado (OR 1.05, IC 95% 0.83-1.34).

Tabla 19. Resumen de los objetivos secundarios del estudio.

Corticosteroides Sin Corticosteroides
P
(n=1117) (n =463)

Mortalidad hospitalaria 428 (38.3%) 153 (33.0%) 0.05
Estancia Hospitalaria (dias)

Global 30 (21-46) 30 (18-46) 0.63

Supervivientes 37 (25-53) 38 (25-52) 0.70

No supervivientes 24 (15-33) 14 (9-24) <0.001
Dias libres de VMI a los 28 dias 82+92 7.5+8.6 0.17
Estancia en UCI

Global 19 (11-31) 17 (10-31) 0.04

Supervivientes 18 (12 -33) 20 (12-31) 0.82

No supervivientes 19 (11 - 29) 12 (6 - 23) <0.001
NAV 225 (20.1%) 90 (19.4%) 0.83

Los dias sin ventilador se expresan como media (desviacion estandar) utilizando la prueba de suma de

rangos de Wilcoxon con correccion de continuidad. Las estancias se expresan como medianas (RIC). La

incidencia de neumonia asociada al ventilador se presenta como frecuencia (%).
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Corticosteroides

No
Si

1

Incidencia acumulada predicha

SubHR 1.07, IC 95% 0.88-1.30, p=0.50

Dias en UCI

Figura 25. Analisis de riesgos competitivos de los dias libres de ventilacion mecanica a los 28 dias. El

evento competitivo fue la mortalidad en UCL
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6.4 Estudio 4

Durante el periodo de estudio, se incluyeron 2017 pacientes criticos con COVID-19. La mediana
de edad fue de 64 (RIC 55-71) afios, 1419 (70.3%) fueron varones y la mediana de APACHE 11
y SOFA scores fue de 13 (RIC 10-17) y 5 (RIC 3-7), respectivamente. En la Tabla 20 se resumen

las principales caracteristicas de la poblacion global y estratificada por cada fenotipo clinico.

Los pacientes que formaron el fenotipo A o COVID-19 grave (n=537), se caracterizaron por ser
pacientes mas jovenes (predominantemente menores de 65 afios), con menores puntuaciones de
gravedad, niveles mas bajos de parametros de inflamacion y coagulopatia (mediana D-dimero
1090 [RIC 580-2100] ng/ml), requirieron mayoritariamente de OAF como soporte ventilatorio
inicial, escasos pacientes desarrollaron shock (10.4%) o disfuncion miocardica (5.6%), y
presentaron una mortalidad en UCI del 20.3%. El fenotipo B o COVID-19 critico (n=623) fue
similar al fenotipo A en cuanto a las caracteristicas generales y comorbilidades, pero los pacientes
presentaron niveles de D-dimero mas elevados (1319 [RIC 634-3548] ng/ml), desarrollaron de
forma mas frecuente shock (31.5%), requirieron muy frecuentemente VMI (76.2%) y su
mortalidad en UCI fue del 25.5%. El fenotipo C o COVID-19 potencialmente mortal (n=857)
incluy6 pacientes predominantemente mayores de 65 afios, con mayor severidad al ingreso por
APACHE II y SOFA scores, niveles elevados de inflamacion (PCR 18 [RIC 10-26] mg/dl, D-
dimero 2260 [RIC 1009-4894] ng/ml y ferritina 1800 [RIC 1416-2377] ng/ml), necesidad atin
mas elevada de VMI (81%), presentaron una alta incidencia de shock y disfuncion renal (76.1 y

40.8%, respectivamente), conllevando una mortalidad en UCI del 45.4%.

Entre los 1171 pacientes que recibieron tratamiento con corticosteroides, 825 (70.5%) recibieron
metilprednisolona, 346 (29.5%) dexametasona y 50 (4.2%) hidrocortisona combinada con otros
corticosteroides. A ningun sujeto se le administro hidrocortisona en monoterapia. La dosis diaria
de metilprednisolona fue de 40 (RIC 30-60) mg y 6 (RIC 5-10) mg de dexametasona. La duracion
de la terapia con corticosteroides fue de 7 (RIC 5-10) dias. Las diferencias entre grupos de

tratamiento con corticosteroides y en cada fenotipo clinico se resumen en las tablas 21, 22 y 23.
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Tabla 20. Caracteristicas clinicas de la poblacion general y distribuida por fenotipos clinicos.

Fenotipo C (potencialmente

(izlzlf)l:;l Fenotlg;) 51; ;grave) Fenotlll)l(): gzgcrmco) mortal)
n=857
Caracteristicas generales y severidad
Edad 64 (55-71) 63 (53-70) *** 63 (53.5-71.5) 66 (58-72)
Género masculino 1419 (70.3) 377 (70.2) * 416 (66.8) 626 (73.0)
APACHE II score 13 (10-17) 12 (9-16) *** 13 (10-16) 17 (14-22)
SOFA score 5@3-7) 4 (3-5) *** 53-7) 7 (6-8)

Resultados de laboratorio
Lactato deshidrogenasa (U/L)
Leucocitos (x10%)

Creatinina (mg/dL)

Proteina C reactiva (mg/mL)
Procalcitonina (ng/mL)
Lactato (mmol/L)

D-dimero (ng/mL)

Ferritina (ng/mL)

Comorbilidades
Hipertension arterial
Obesidad (IMC > 30 Kg/m?)
Diabetes mellitus
Cardiopatia isquémica cronica
EPOC
Insuficiencia renal cronica
Enfermedad hematologica
Asma
HIV
Embarazo
Enfermedad autoinmune
Insuficiencia cardiaca cronica

Enfermedad neuromuscular

537 (417-707)
8.8 (6.2-12.2)
0.88 (0.7-1.1)
15.5 (9.1-24.3)
0.3 (0.1-2.0)
1.5 (1.1-2.0)
1593 (720-3790)
1600 (1290-2240)

932 (46.2)
653 (32.3)
418 (20.7)
124 (6.1)
148 (7.3)
85 (4.2)
72 (3.5)
120 (5.9)
5(0.2)
4(0.19)
74 (3.6)
57 (2.8)
16 (0.8)

Oxigenacion y soporte respiratorio al ingreso

Oxigeno convencional

Oxigenoterapia alto flujo

VMNI

VMI

Pa02/FiO, (mmHg)
Complicaciones y mortalidad

Shock

Insuficiencia renal aguda

Disfuncion miocardica

>2 infiltrados pulmonares

Mortalidad en UCI

325 (16.1)
375 (18.6)
140 (6.9)
1172 (58.1)
132 (96-163)

904 (44.8)
579 (28.7)
169 (8.3)
1327 (65.7)
657 (32.6)

474 (372-564) ***
7.7 (5.8-10.2) ***
0.80 (0.66-1.01) ***
14 (8-2) ***

0.2 (0.1-0.6) ***
1.5 (1.1-1.9) #**
1090 (580-2100) ***
1538 (1280-1899) ***

211 (39.3) ***
159 (29.6)
112 (20.9) *
35(6.5)
37(6.9)
31 (5.8) ***
20 (3.7)
41 (7.6) **
2(0.4)
1(0.2)
20 (3.7)
21 (3.9)
3(0.6)

124 (23.1) ***
345 (64.2) ***
64 (11.9) ***
3(0.6) ***
111 (82-133) ***

56 (10.4)
111 (20.7) ***
30 (5.6) ***
341 (63.5)
109 (20.3) ***

477 (378-570)
8.5 (6-11.7)
0.80 (0.66-1.00)
14 (9-22)

0.2 (0.1-0.5)
1.4 (1.0-1.9)
1319 (634-3548)
1554 (1271-1936)

173 (27.8)

200 (32.1)

108 (17.3)
41 (6.6)
38 (6.1)
10 (1.6)
22 (3.5)
45(7.2)
1(0.2)
3(0.5)
18 (2.9)
10 (1.6)
5(0.8)

105 (16.9)
3(0.5)
26 (4.2)
475 (76.2)
165 (144-212)

196 (31.5)
118 (18.9)
43 (6.9)
413 (66.3)
159 (25.5)

670 (554-929)
10 (6.9-13.6)
0.99 (0.76-1.36)
18 (10-26)

0.5 (0.2-1.3)
1.6 (1.2-2.2)
2260 (1009-4894)
1800 (1416-2377)

548 (63.9)

294 (34.3)

198 (23.1)
48 (5.6)
73 (8.5)
44 (5.1)
30 (3.5)
34 (4.0)
2(0.2)
0 (0.0)
36 (4.2)
26 (3.0)
8(0.9)

96 (11.2)
27 (3.2)
50 (5.8)
694 (81.0)
126 (88-155)

652 (76.1)
350 (40.8)
96 (11.2)
573 (66.8)
389 (45.4)

Los datos representan frecuencias (%) y medianas (RIC). Todas las comparaciones entre fenotipos

significan: *p<0.05; ** p<0.01; ***p<0.001.
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Tabla 21. Diferencias entre grupos de tratamiento con corticosteroides en el fenotipo A.

Fenotipo A
Sin Corticosteroides Corticosteroides
n =239 n =298 P
Caracteristicas generales y severidad de la enfermedad
Edad 63 (53-69) 63 (54-71) 0.61
Genero masculino 163 (68.2) 214 (71.8) 0.41
APACHE II 12 (9-16) 11.5 (9-15) 0.39
SOFA 4 (3-5) 4 (3-5) 0.61
Resultados de laboratorio
Lactato deshidrogenasa (U/L) 478 (381-547) 463 (359-576) 0.49
Leucocitos (x10°/L) 7.2 (5.6-10.2) 8.3 (6.0-10.2) 0.04
Creatinina (mg/dl) 0.80 (0.66-1.03) 0.80 (0.66-1.01) 0.98
PCR (mg/dl) 15 (9-21) 14 (7-22) 0.36
Procalcitonina (ng/ml) 0.29 (0.14-0.60) 0.27 (0.10-0.68) 0.36
Lactato (mmol/L) 1.5 (1.2-1.9) 1.5 (1.1-2.0) 0.94
D-dimero (ng/mL) 1160 (592-2025) 1058 (571-2370) 0.87
Ferritina (ng/mL) 1509 (1264-1825) 1596 (1300-2038) 0.03
Comorbilidades
Hipertension arterial 90 (37.7) 121 (40.6) 9.54
Obesidad 80 (33.5) 79 (26.5) 0.09
Diabetes mellitus 44 (18.4) 68 (22.8) 0.25
Cardiopatia isquémica cronica 10 (4.2) 25 (8.4) 0.07
EPOC 16 (6.7) 21 (7.0) 1.00
IRC 12 (5.0) 19 (6.4) 0.62
Enfermedad hematoldgica 12 (5.0) 8(2.7) 0.23
Asma 13(5.4) 28 (9.4) 0.12
HIV 1(0.4) 1(0.3) 1.00
Embarazo 0(0.0) 1(0.3) 1.00
Enfermedad autoinmune 5@2.1) 15 (5.0) 0.11
Insuficiencia cardiaca 14 (5.9) 7(2.3) 0.06
Enfermedad neuromuscular 2(0.8) 1(0.3) 0.84
Oxigenacion y soporte ventilatorio al ingreso
Oxigeno convencional 61 (25.5) 63 (21.1) 0.27
OAF 152 (63.6) 193 (64.8) 0.84
VMNI 21(8.8) 43 (14.4) 0.06
VMI 2(0.8) 1(0.3) 0.84
Pa0,/FiO,, 116 (81-136) 106 (83-130) 0.13
Complicaciones y mortalidad
Shock 24 (10) 32 (10.7) 0.90
Disfuncion renal 54 (22.6) 57 (19.1) 0.38
Disfuncién miocardica 17 (7.1) 13 (4.4) 0.23
>2 infiltrados pulmonares 141 (58.9) 203 (68.1) 0.02
Estancia UCI 12 (5-26) 11(6-21) 0.65
Mortalidad UCI 47 (19.7) 62 (20.8) 0.82

Los datos representan frecuencias (porcentajes) y medianas (RIC).
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Tabla 22. Diferencias entre grupos de tratamiento con corticosteroides en el fenotipo B.

Fenotipo B
Sin Corticosteroides Corticosteroides
n =239 n =298 P
Caracteristicas generales y severidad de la enfermedad
Edad 64 (50-73) 63 (55-71) 0.71
Genero masculino 189 (66.3) 227 (67.2) 0.89
APACHE II 13 (10-17) 12 (10-16) 0.36
SOFA 5@3-7) 5(3-6) 0.88
Resultados de laboratorio
Lactato deshidrogenasa (U/L) 451 (358-543) 492 (400-587) 0.001
Leucocitos (x10°/L) 8.2 (5.8-10.8) 9.2(6.2-12.4) 0.005
Creatinina (mg/dl) 0.82 (0.65-1.02) 0.79 (0.66-0.97) 0.36
PCR (mg/dl) 14.5 (8.7-21.4) 14.4 (8.0-23.0) 0.82
Procalcitonina (ng/ml) 0.21 (0.12-0.62) 0.23 (0.10-0.50) 0.67
Lactato (mmol/L) 1.3 (1.0-1.8) 1.5 (1.1-2.0) 0.002
D-dimero (ng/mL) 1340 (670-2830) 1305 (615-3980) 0.55
Ferritina (ng/mL) 1528 (1267-1829) 1580 (1276-2016) 0.27
Comorbilidades
Hipertension arterial 83 (29.1) 90 (26.6) 0.54
Obesidad 88 (30.9) 112 (33.1) 0.60
Diabetes mellitus 56 (19.6) 52 (15.4) 0.19
Cardiopatia isquémica cronica 22 (7.7) 19 (5.6) 0.37
EPOC 19 (6.7) 19 (5.6) 0.70
IRC 4(1.4) 6(1.8) 0.96
Enfermedad hematoldgica 12 (4.2) 10 (3.0) 0.53
Asma 21(7.4) 24 (7.1) 1.00
HIV 1(0.4) 0(0.0) 0.93
Embarazo 3(1.1) 0(0.0) 0.19
Enfermedad autoinmune 11 (3.9) 72.1) 0.27
Insuficiencia cardiaca 8(2.8) 2 (0.6) 0.06
Enfermedad neuromuscular 4(1.4) 1(0.3) 0.27
Oxigenacion y soporte ventilatorio al ingreso
Oxigeno convencional 68 (23.9) 37 (10.9) 0.001
OAF 2(0.7) 1(0.3) 0.88
VMNI 8(2.8) 18 (5.3) 0.17
VMI 200 (70.2) 275 (81.4) 0.002
Pa0,/FiO,, 167 (148-220) 162 (135-209) 0.05
Complicaciones y mortalidad
Shock 95 (33.3) 101 (29.9) 0.40
Disfuncion renal 54 (18.9) 64 (18.9) 1.00
Disfuncién miocérdica 28 (9.8) 15 (4.4) 0.01
>2 infiltrados pulmonares 179 (62.8) 234 (69.2) 0.09
Estancia UCI 13 (5-20) 14 (8-25) 0.001
Mortalidad UCI 72 (25.3) 87 (25.7) 0.96

Los datos representan frecuencias (porcentajes) y medianas (RIC).
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Tabla 23. Diferencias entre grupos de tratamiento con corticosteroides en el fenotipo C.

Fenotipo C
Sin Corticosteroides Corticosteroides
n=239 =298 P
Caracteristicas generales y severidad de la enfermedad
Edad 66 (58-73) 65 (58-71) 0.05
Genero masculino 230(71.4) 396 (74.0) 0.45
APACHE II 17 (14-22) 17 (14-21) 0.24
SOFA 7 (5-9) 7 (6-8) 0.95
Resultados de laboratorio
Lactato deshidrogenasa (U/L) 605 (504-800) 708 (576-990) 0.001
Leucocitos (x10°/L) 9.6 (6.7-12.7) 10.2 (7.0-14.0) 0.08
Creatinina (mg/dl) 1.0 (0.78-1.36) 0.98 (0.74-1.37) 0.22
PCR (mg/dl) 18 (11-27) 18 (10-26) 0.25
Procalcitonina (ng/ml) 0.61 (0.24-1.39) 0.50 (0.20-1.30) 0.06
Lactato (mmol/L) 1.6 (1.2-2.1) 1.7 (1.3-2.2) 0.32
D-dimero (ng/mL) 2200 (1000-4846) 2330 (1023-5099) 0.30
Ferritina (ng/mL) 1780 (1445-2290) 1860 (1375-2440) 0.37
Comorbilidades
Hipertension arterial 233 (72.4) 315 (58.9) 0.001
Obesidad 110 (34.2) 184 (34.4) 1.00
Diabetes mellitus 71 (22.0) 127 (23.7) 0.62
Cardiopatia isquémica cronica 20 (6.2) 28 (5.2) 0.65
EPOC 31(9.6) 42(7.9) 0.43
IRC 19 (5.9) 25 (4.7) 0.52
Enfermedad hematoldgica 12 (3.7) 18 (3.4) 0.93
Asma 9(2.8) 25 (4.7) 0.23
HIV 1(0.3) 1(0.2) 1.00
Embarazo 0(0.0) 0(0.0) -
Enfermedad autoinmune 13 (4.0) 23 (4.3) 0.99
Insuficiencia cardiaca 14 (4.3) 12 (2.2) 0.12
Enfermedad neuromuscular 4(1.2) 4(0.7) 0.71
Oxigenacion y soporte ventilatorio al ingreso
Oxigeno convencional 42 (13) 54 (10.1) 0.22
OAF 15 (4.7) 12 (2.2) 0.07
VMNI 18 (5.6) 32 (6.0) 0.93
VMI 251 (78.0) 443 (82.8) 0.09
Pa0,/FiO,, 124 (88-157) 126 (88-154) 0.54
Complicaciones y mortalidad
Shock 240 (74.5) 412 (77.0) 0.45
Disfuncion renal 144 (44.7) 206 (38.5) 0.08
Disfuncién miocardica 44 (13.7) 52(9.7) 0.09
>2 infiltrados pulmonares 222 (68.9) 351 (65.6) 0.31
Estancia UCI 15 (7.0-24.0) 19 (11-30) 0.001
Mortalidad UCI 142 (44.1) 247 (46.2) 0.60

Los datos representan frecuencias (porcentajes) y medianas (RIC).
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Posteriormente, se procedio a identificar cuales eran los factores que se asociaban con el uso de
los corticosteroides dentro de cada fenotipo. Tras la inclusion en el modelo multivariado de las
variables clinicas significativas en el analisis univariado y aquellas que se consideraron relevantes
clinicamente, s6lo la presencia de mas de dos cuadrantes con infiltrados pulmonares en la
radiografia de torax se asoci6 de forma independiente con la administracion de corticosteroides
en el fenotipo A (OR 1.51, IC 95% 1.05-2.16, p=0.03). Del mismo modo, en el fenotipo B, los
factores que se asociaron de forma independiente con el uso de los corticosteroides fueron los
niveles de lactato deshidrogenasa (OR 1.00, IC 95% 1.00-1.00, p=0.04), el lactato (OR 1.13, IC
95% 1.23-1.26, p=0.02) y el recuento de leucocitos (OR 1.04, IC 95% 1.01-1.08, p=0.01). En el
fenotipo C, tinicamente la variable lactato deshidrogenasa (OR 1.00, IC 95% 1.00-1.00, p<0.001)

se asocid con el uso de corticoides.

La mortalidad de la poblacion general fue del 32.6%, similar entre los pacientes con
corticosteroides (33.8%) y sin corticosteroides (30.8%). Adicionalmente, la mortalidad en UCI
entre las cohortes con corticosteroides y sin corticosteroides dentro de cada fenotipo clinico

también resultd similar.

En una primera aproximacion sobre la asociacion de los corticosteroides con la mortalidad, se
implement6 un PSM, emparejando 1171 pacientes expuestos a corticosteroides con 846 controles.
En la poblacion emparejada, se realizé una regresion logistica binaria en la que no se encontrd
asociacion estadisticamente significativa entre el uso de corticosteroides con la mortalidad en UCI
(OR 1.0, IC 95% 0.98-1.15). El poder discriminativo del modelo fue adecuado con un area bajo
la curva ROC (AUC) de 0.78 (IC 95% 0.75-0.82, p<0.01) y con una precision de 0.75.

En un segundo tiempo, se investigo la asociacion del uso de los corticosteroides con la mortalidad
dentro de cada fenotipo clinico mediante el andlisis de supervivencia. La probabilidad de
supervivencia no ajustada (Kaplan-Meier) no evidenciéo diferencias estadisticamente
significativas en el fenotipo A (log rank test, p=0.58), B (log rank test, p=0.58) ni C (log rank
test, p=0.06). Dado que en el analisis univariado entre supervivientes y no supervivientes en cada
fenotipo se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre grupos, seguidamente se

realizo el analisis de supervivencia ajustado mediante la regresion de Cox ponderada.
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Para el fenotipo A (Figura 26), se incluyeron 28 factores de confusion en el modelo y el
tratamiento con corticosteroides no se asociacion con la mortalidad en UCI (pHR 0.85, IC 95%
0.55-1.33). En el andlisis de riesgos competitivos, los resultados fueron similares (subHR 0.85,

IC 95% 0.55-1.83).

Para el fenotipo B (Figura 27), se incluyeron 20 factores de confusion en el modelo y el
tratamiento con corticosteroides no se asoci6 con la mortalidad en UCI (pHR 0.72, IC 95% 0.49-
1.05). Sin embargo, tras tener en cuenta los eventos competitivos, el tratamiento con
corticosteroides si que impact6 en el resultado con mayor supervivencia (subHR 0.65, IC 95%
0.46-0.91).

Para el fenotipo C (Figura 28), se incluyeron 20 factores de confusion en el modelo y el
tratamiento con corticosteroides se asocié con un efecto protector (pHR 0.75, IC 95% 0.58-0.98,
p=0.03). Ademas, el analisis de riesgos competitivos confirmo el efecto beneficioso de los

corticosteroides con mayor supervivencia en este fenotipo (subHR 0.79, IC 95% 0.63-0.98).
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Figura 26. Analisis de supervivencia en el fenotipo A mediante la regresion de Cox ponderada (grafico A)

y la regresion de Fine-Gray para riesgos competitivos (grafico B), estratificados segun el tratamiento con

corticosteroides y sin corticosteroides.
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Figura 27. Analisis de supervivencia en el fenotipo B mediante la regresion de Cox ponderada (grafico A)

y la regresion de Fine-Gray para riesgos competitivos (grafico B), estratificados segun el tratamiento con

corticosteroides y sin corticosteroides.
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Figura 28. Analisis de supervivencia en el fenotipo C mediante la regresion de Cox ponderada (grafico A)
y la regresion de Fine-Gray para riesgos competitivos (grafico B), estratificados segun el tratamiento con

corticosteroides y sin corticosteroides.
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7. DISCUSION

Las infecciones por el virus influenza y el SARS-CoV-2 son capaces de producir enfermedades
graves en el humano con insuficiencia respiratoria aguda, pudiendo conllevar disfuncion de otros
organos y complicaciones potencialmente mortales, siendo un pilar fundamental el tratamiento
de soporte en las unidades de cuidados intensivos. De forma paralela, es de vital importancia
conocer la efectividad de los tratamientos médicos mas frecuentemente utilizados en los pacientes
criticos con dichas infecciones virales pandémicas para determinar sus efectos sobre la
mortalidad. Entre ellos, el tratamiento antiviral para disminuir la carga y frenar la diseminacion
viral, y los corticosteroides para atenuar la respuesta inflamatoria del huésped, han sido los pilares
fundamentales del tratamiento de los pacientes con gripe y COVID-19 graves. Sin embargo, el
impacto de estas terapias en la supervivencia ha sido motivo de una vasta controversia en la

comunidad cientifica durante afos.

En referencia al tratamiento antiviral en el contexto de la infeccion grave por influenza, diversos
estudios observacionales realizados tanto antes (152) como durante la pandemia de 2009, ya
reportaron efectos protectores del oseltamivir sobre la mortalidad en pacientes criticos (153—155).
Sin embargo, éstos se basaron en muestras de poblacion pequefas con alta posibilidad de sesgos
debido a una falta de ajuste por factores de confusion, siendo sus resultados cuestionados y
discutidos posteriormente por algunos autores (156). En efecto, el mayor meta-analisis sobre el
tema en cuestion fue el realizado por Muthuri et al. (104) en 2014, incluyendo mas de 29.000
pacientes hospitalizados por gripe, de los cuales mas de 5000 sujetos fueron pacientes criticos, y
que aportd evidencia cientifica mas robusta sobre la efectividad del tratamiento con NAls
(principalmente con oseltamivir), evidenciando efectos protectores del tratamiento antiviral en
los pacientes criticos (OR ajustado 0.72, IC 95% 0.56-0.94, p=0.02) comparado con los que no
recibieron antivirales. A pesar de tratarse de un estudio multicéntrico con datos individuales de
pacientes en el que se realizaron ajustes por propensity score, factores de confusion y con
regresion de Cox tiempo-dependiente, su analisis fue objeto de algunas criticas por un incorrecto

ajuste de sesgo de tiempo immortal y por excesivos datos faltantes (105,157).

Mas adelante, Lee et al. (158) llevo a cabo un estudio de cohortes, multicéntrico en Asia
incluyendo 2649 pacientes hospitalizados (aunque no criticos) por gripe, en el que observo que el
tratamiento con NAI se asocio de forma independiente con una mejor supervivencia (HR 0.28,
IC 95 % 0.19-0.43), una vez se ajustd por propensity score y caracteristicas basales de los

pacientes. Otro estudio epidemioldgico realizado en Catalufia realizado en pacientes
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hospitalizados por gripe grave, también obtuvo resultados similares hallando una reduccion de la
mortalidad con el tratamiento con NAI, aunque en dicho analisis podria existir sesgo de seleccion
y falta de ajuste por factores de confusion. La agrupacion de algunos estudios observacionales en
un meta-analisis (159), también observo que el tratamiento antiviral podria reducir la mortalidad,
aunque habria atin algunas lagunas sobre su efectividad en algunos subgrupos especificos, debido

a que los estudios incluidos tuvieron un bajo poder estadistico.

No obstante, dada a la ausencia de ensayos clinicos aleatorizados en pacientes criticos,
considerados como el “gold estandar” para la evaluacion del efecto de un tratamiento, la mayor
evidencia que respalda el beneficio clinico del tratamiento con oseltamivir en la supervivencia de
los pacientes con gripe grave son los estudios observacionales con metodologia estadistica s6lida

para disminuir los sesgos derivados de este tipo de estudios.

Los hallazgos de nuestro primer estudio basados en una muestra homogénea de pacientes criticos
con gripe grave, estan en la misma linea que la evidencia cientifica disponible resultante de los
estudios previos. Tras el ajuste por factores de confusion para evitar el sesgo de seleccion,
observamos una reduccion significativa del 33% de la mortalidad en UCI con el tratamiento

antiviral con oseltamivir en comparacion con aquellos pacientes que no recibieron el tratamiento.

El momento exacto de inicio del tratamiento antiviral desde el comienzo de la sintomatologia de
la gripe, es un aspecto clave que ha sido motivo de debate y de estudio durante la Gltima década.
El razonamiento fisiopatologico del beneficio de la precocidad del tratamiento se ha constatado
en diferentes estudios clinicos, en los que el tratamiento con oseltamivir precoz disminuye
significativamente la carga y diseminacion viral mejorando el aclaramiento del virus tanto en la

gripe estacional como en la pandémica (160-162).

Uno de los primeros estudios de la pandemia de gripe A(HIN1)pdm09 que observé una relacion
entre la precocidad del tratamiento antiviral con mejores resultados fue el realizado por Jain et al.
(153), en el que se halld6 como tnico factor de beneficio clinico la administracion de antivirales
dentro de los dos primeros dias de sintomas. De forma similar, el estudio de Louie et al. (155),
observo que el tratamiento precoz con oseltamivir se asocié a mayor beneficio clinico, si bien los
pacientes que recibieron el tratamiento hasta cinco dias después de la aparicion de los sintomas
también tenian mas probabilidades de sobrevivir. No obstante, el estudio no evalud
adecuadamente los posibles factores de confusion. Aunque la mejor supervivencia se ha reportado
cuando el tratamiento antiviral se inicia dentro de las primeras 48 horas del inicio de los sintomas,
distintos estudios han coincidido también en que los efectos protectores se observan incluso hasta

los primeros cinco dias de la enfermedad. En concreto, el analisis de Yu et al. (163), mostréo mayor
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riesgo de desarrollar enfermedad grave cuando el oseltamivir se inicidé mas alla de los primeros
cinco dias del inicio de la gripe. Por otra parte, Lee et al. (158), encontré también mejor
supervivencia cuando el tratamiento antiviral fue administrado entre los 3-5 dias del inicio de los

sintomas (HR ajustado 0.20, IC 95% 0.21-0.58).

Si bien todos estos estudios sugerian que un inicio mas precoz de la terapia antiviral podria estar
asociado con mejores resultados clinicos, ninguno realizé un analisis estadistico robusto, al no
evaluar rigurosamente el impacto especifico del retraso en el inicio de la terapia antiviral ni

teniendo en cuenta ciertos factores de confusion.

En consecuencia, el grupo de trabajo de la gripe grave de la SEMICYUC llevo a cabo un primer
estudio observacional en 2011, con el objetivo de evaluar el impacto del tratamiento precoz con
oseltamivir en comparacion con el tratamiento tardio en pacientes criticos con gripe (164). Se
incluyeron un total de 657 pacientes ventilados y no ventilados, en el que se realizo un ajuste con
propensity score por quintiles y analisis multivariado, reportando que el tratamiento precoz con
oseltamivir se asocid de forma independiente con una menor mortalidad (OR 0.44, IC 95% 0.22—
0.90, p<0.001). El analisis, con buen método estadistico, aportd informacion relevante sobre los
efectos favorables del tratamiento precoz con oseltamivir, aunque, aln se trataba de una muestra

menos amplia de pacientes criticos y con la posibilidad de falta de ajuste de factores de confusion.

Hasta el momento y ya mencionado con antelacion, el meta-analisis de Muthuri (104) ha sido el
estudio con mayor poder estadistico y, por lo tanto, el que mas impacto ha tenido en la evidencia
cientifica sobre los efectos en la mortalidad del tratamiento antiviral precoz. Los resultados de
dicho analisis concluyeron que el tratamiento antiviral administrado dentro de las primeras 48
horas, comparado con el tratamiento tardio, se asocié con una reduccion en la mortalidad (OR
ajustada 0.62, IC 95% 0.49-0.77, p<0.001) en los pacientes criticos. Cuando se compar6 el
tratamiento antiviral precoz con la ausencia de tratamiento, la asociacion atin fue mas fuerte (OR
ajustado 0.31, IC 95% 0.20-0.47, p<0.001). Asimismo, incluso el tratamiento tardio con
oseltamivir (vs sin tratamiento antiviral) se asoci6 con efectos protectores (OR ajustado 0.65, IC
95% 0.46-0.93, p=0.02). Aunque el estudio también fuera motivo de controversia por la
heterogeneidad de los pacientes y porque los estudios incluidos fueron de baja calidad con
posibilidad de sesgo de seleccion, sus resultados coinciden con los nuestros en los que el
tratamiento antiviral con oseltamivir precoz se asocidé con mejor supervivencia comparado con el

tratamiento tardio y el no tratamiento antiviral (HR ajustado 0.80, IC 95% 0.67-0.95, p=0.001).

Recientemente, un estudio nacional que incluy6 a todas las UCI de Grecia (165) mediante un

sistema de vigilancia de pacientes hospitalizados con gripe, estudi6 la efectividad del tratamiento
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precoz con oseltamivir centrandose en pacientes sometidos a VMI y teniendo en cuenta los
distintos tipos de virus influenza causantes de la enfermedad, proponiendo un analisis estadistico
robusto tras tener en cuenta los eventos competitivos y el sesgo de tiempo immortal. Fue un
estudio de cohortes de 1330 pacientes, en el que evidenciaron que el tratamiento precoz con
oseltamivir redujo la mortalidad en los pacientes con gripe A(H3N2) con un riesgo relativo de
0.69 (IC 95% 0.49-0.94) y un subHR 0.58 (IC 95% 0.37-0.88), mientras que no se observo
beneficio en los pacientes con infeccion por virus influenza A(HIN1)pdm09 o influenza B. Los
investigadores sugirieron que los pacientes criticos con gripe deben ser tratados de forma
inmediata con oseltamivir, especialmente cuando en la comunidad estd circulando el virus
A(H3N2) ya que la eficacia del tratamiento podria no ser igual en el resto de cepas de virus
influenza. No obstante, multiples estudios anteriormente mencionados han encontrado beneficios
clinicos del tratamiento precoz con oseltamivir, especialmente en estudios realizados
predominantemente en pacientes con infeccion por influenza A(HIN1)pdm09. Atin realizando un
analisis de riesgos competitivos y teniendo en cuenta el sesgo de tiempo immortal, el estudio
padece de ciertas limitaciones metodoldgicas, por lo que sus resultados podrian estar ligeramente
sesgados. A pesar de ser una poblacion homogénea de sujetos sometidos a VMI, no se realiza
ningun otro ajuste por gravedad como el APACHE II o SOFA score, factores que claramente
impactan en los resultados. Notablemente, su mortalidad en UCI fue del 46% en comparacion con
el 21% de nuestra poblacion, por lo que, sus resultados posiblemente no puedan ser extrapolables
a otras poblaciones. Ademas, tampoco se consideraron complicaciones asociadas a la gripe grave
como la co-infeccion bacteriana, la disfuncion renal aguda o el desarrollo de NAV durante el
ingreso, también factores asociados con la mortalidad en UCI. En consecuencia, las conclusiones
del estudio griego podrian llevar a decisiones confusas de los clinicos de no administrar
tratamiento antiviral en pacientes con infecciones distintas al virus influenza A(H3N2), pudiendo
dejar de tratar muchos pacientes graves en los que el tratamiento con oseltamivir pueda ejercer

un efecto protector sobre la mortalidad, independientemente del tipo de virus circulante.

A diferencia de los resultados del estudio griego, nuestros hallazgos sugieren un claro beneficio
del tratamiento con oseltamivir precoz, teniendo en cuenta que la mayor proporcion de pacientes
tenian infeccion por el virus A(HIN1)pdm09. El efecto beneficioso del oseltamivir precoz en
nuestro analisis mostrd una reduccion del 31% de la mortalidad en UCI en comparacion con el
tratamiento antiviral tardio en el analisis multivariado y del 33% en el analisis de supervivencia.
Estos hallazgos se obtuvieron en una cohorte homogénea de pacientes criticos con neumonia
grave por gripe (A y B), teniendo en cuenta el sesgo de seleccion con PSM, con ajuste de multiples
factores de confusion, evitando el sesgo de tiempo immortal y analizando los eventos
competitivos. Todos estos sesgos derivados de la naturaleza de los datos observacionales

estuvieron presentes en mayor o menor medida en estudios previos sobre la efectividad del
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tratamiento con oseltamivir. Por consiguiente, debido a la falta de ensayos clinicos aleatorizados,
nuestros datos aportaron mas evidencia cientifica con calidad moderada-alta sobre los efectos
beneficiosos del tratamiento antiviral en pacientes criticos con gripe grave, especificamente
cuando éste se administra de forma precoz dentro, de los dos primeros dias del inicio de la
sintomatologia de gripe. De acuerdo con nuestros resultados y con los datos de la red de vigilancia
de la hospitalizacion por influenza asociada al CDC de FluSurv-NET (166) en los que
concluyeron que las caracteristicas clinicas de los adultos hospitalizados con infeccion por el virus
de la influenza A y B incluida la duracion de la hospitalizacion, los ingresos en UCI y la
mortalidad fueron comparables, es primordial garantizar el uso de oseltamivir en pacientes
criticos con gripe grave independientemente de la cepa de virus circulante, haciendo hincapié en
el beneficio 6ptimo cuando el tratamiento se administra de forma precoz en la evolucion de la

enfermedad.

Conviene enfatizar que la incidencia del tratamiento con oseltamivir precoz en nuestra cohorte
global fue del 24.9% y que la mediana de tiempo desde el inicio de los sintomas hasta la
administracion del antiviral fue de 5 (RIC 3-7) dias, cifras relativamente pobres teniendo en
cuenta los efectos protectores observados con el inicio temprano del tratamiento. Estos datos son
similares a los de los estudios mas relevantes mencionados previamente, en los que la proporcion
de tratamiento con oseltamivir precoz fue del 27.2 y 32% en el estudio griego de Lytras (165) y
el de Muthuri (104), respectivamente. En vista de estos resultados cabria proponer la
implementacion de medidas especificas para mejorar la incidencia de tratamiento precoz con
oseltamivir como la educacion de la comunidad sobre los beneficios del tratamiento, aumentar la
distribucion de antivirales dentro de la comunidad, especialmente en los pacientes de riesgo
elevado de enfermedad grave y durante los periodos de circulacion del virus, asi como fomentar
protocolos hospitalarios de iniciacion de tratamiento antiviral empirico ante la sospecha clinica
de infeccion por gripe sin esperar a los resultados microbioldgicos de confirmacion de la

enfermedad.

Dichas estrategias deberian incluir de forma imprescindible a los pacientes con obesidad ya que,
no solo se considera como un factor de riesgo de enfermedad grave, sino que en nuestros
resultados encontramos que la obesidad fue el unico factor independientemente asociado con la
administracion tardia de oseltamivir (OR 1.49, IC 95% 1.18-1.87, p=0.01). Ademas, datos

recientes sugieren que la obesidad es también un factor de riesgo de mayor mortalidad (167).
Los efectos favorables del tratamiento antiviral precoz con oseltamivir no so6lo se limitan a

mejorar la supervivencia, sino que también se asocian con una reduccion significativa de consumo

de recursos de UCI. Nuestros resultados mostraron como aquellos con tratamiento precoz
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presentaron menor duracion de la VMI, asi como menor estancia en UCI, hallazgos parecidos que

también han reportado otros autores (164,168,169).

Respecto al tratamiento coadyuvante con corticosteroides en pacientes criticos con neumonia por
gripe, nuestros resultados englobados en el segundo estudio que conforma la presente tesis
doctoral, sugieren contundentemente que su administracion se asocia de forma significativa con
un aumento de la mortalidad en UCI. Los efectos negativos de los corticosteroides fueron
evidentes en la mayoria de subgrupos analizados y tras multiples ajustes metodologicos para
controlar el sesgo de seleccion, factores de confusion, asi como los eventos competitivos.
Asimismo, para la investigacion del potencial efecto de los corticosteroides sobre la mortalidad,
el analisis se centrd en una cohorte bien definida de pacientes criticos con neumonia viral por
gripe, en los que se excluyeron otras indicaciones del uso de corticosteroides que no fueran como
tratamiento co-adyuvante de la neumonia viral para reducir la confusion por indicacion. El
analisis se restringio a la administracion precoz de corticosteroides (dentro de las primeras 24
horas de ingreso en UCI), para evitar asi la inclusion de pacientes que pudieran recibir el
tratamiento como terapia de rescate, de tal forma que se redujeron los factores de confusion

asociados con la dependencia del tiempo de inicio de los corticosteroides.

En estudios observacionales realizados durante la ultima pandemia de gripe, el tratamiento
coadyuvante con corticosteroides se administré6 de forma ampliamente generalizada, pero los
primeros resultados generaron gran controversia ya que fueron contradictorios (109-113). En
vista de los resultados conflictivos sobre los efectos de los corticosteroides en el pronostico de
los pacientes con gripe grave, en 2015 se publicaron tres revisiones sistematicas y meta-analisis
que sugirieron que el tratamiento con corticosteroides se asociaba de forma significativa con un
incremento de la mortalidad en pacientes hospitalizados dentro y fuera de UCI (170-172). No
obstante, los autores reconocieron limitaciones serias de los estudios por su gran heterogeneidad,
falta de datos sobre las indicaciones de los corticosteroides, dosis utilizadas, tiempo de inicio y
duracién del tratamiento, tipo de corticosteroides administrados, asi como falta de ajuste por

severidad de la enfermedad.

Dos estudios observacionales multicéntricos posteriores realizados en Asia, también encontraron
que el tratamiento con corticosteroides se asociaba con un aumento de la mortalidad a los 30 dias
(HR ajustado 1.73, IC 95% 1.14-2.62) en pacientes hospitalizados (173), y a los 60 dias (HR
ajustado 1.98, IC 95% 1.03-3.79) en pacientes con neumonia por grave por influenza A(H7N9)
(174). Por el contrario, otro estudio observacional multicéntrico también realizado en Asia (175),
incluyendo 2141 pacientes hospitalizados con gripe, sugirid que dosis bajas-moderadas de

corticosteroides se asociaron con una reduccion de la mortalidad a los 30 (HR ajustado 0.49, IC
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95% 0.32-0.77) y a los 60 (HR ajustado 0.51, IC 95% 0.33-0.78) dias, especialmente en aquellos
con valores de PaO,/FiO, menores de 300 mmHg. No obstante, cabe remarcar que sélo un 45%
de los pacientes incluidos en dicho analisis fueron pacientes ingresados en UCI y mas importante
aun es que, a pesar de realizar PSM para evitar el sesgo de seleccion, los resultados del analisis
de supervivencia se observaron basados en las curvas de Kaplan-Meier, sin proporcionar un

correcto ajuste por factores de confusion.

En contraposicion con los resultados del estudio anterior, nuestros datos en pacientes criticos con
neumonia por gripe mostraron que dosis moderadas de corticosteroides (dosis medias de
metilprednisolona 80 mg/dia) se asociaron con una mayor mortalidad en UCI (OR 1.37, IC 95%
1.01-1.87, p=0.001) y con una menor supervivencia en UCI a lo largo del tiempo (HR 1.32, IC
95% 1.08-1.60, p=0.006) tras ajustar por multiples factores de confusion, hallazgos que se
confirmaron tras tener en cuenta los eventos competitivos (subHR 1.37, IC 95% 1.12-1.68,

p<0.001).

Los efectos perjudiciales de los corticosteroides se observaron de forma homogénea en el analisis
no ajustado por subgrupos. Sin embargo, en los subgrupos con menor gravedad por SOFA < 5,
los pacientes no ventilados, aquellos con menor inflamacion medida por PCR < 25 mg/dl, los
asmaticos y en aquellos con co-infeccion bacteriana, la asociacion de los corticosteroides con la
mortalidad no fue significativa, aunque siguid existiendo una tendencia hacia mayor mortalidad.
Una limitacion a tener en cuenta del analisis por subgrupos es que no fue un analisis ajustado y
ademas no se tuvo en cuenta la multiplicidad. Sin embargo, los datos sugirieron de forma
generalizada que en ningun subgrupo los corticosteroides aportaron efectos positivos en la

supervivencia.

Nuestros hallazgos han proporcionado evidencia de calidad cientifica moderada-alta que se ha
tomado en consideracion al incluirse en dos meta-analisis publicados posteriormente y que han
confirmado los efectos negativos de los corticosteroides en el contexto de neumonia viral por
gripe. El primero de ellos (176), mas focalizado en pacientes criticos con neumonia por gripe,
agrup6 datos clinicos de 10 estudios observacionales incluyendo un total de 6548 pacientes,
evidenciando que el tratamiento con corticosteroides se asociaba con mayor mortalidad (OR 1.75,
IC 95% 1.30-2.36, p<0.001), mayor estancia en UCI (diferencia de media 2.14, IC 95% 1.17-
3.10, p<0.001) y con mayor incidencia de infecciones secundarias (OR 1.98, IC 95% 1.04-3.78,
p=0.04), aunque no se asocié a mayor duracion de los dias de VMI. En nuestra cohorte, no se
encontraron diferencias entre grupos ni en la duraciéon en la VMI ni en la estancia en UCI. El
segundo meta-analisis (177), que agrup6 datos de 21 estudios incluyendo un total de mas de

99.000 pacientes (criticos y no criticos), reportd que los corticosteroides confieren efectos
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negativos en la mortalidad con un OR 3.90 (IC 95% 2.31-6.60 en 15 estudios) y con un HR
ajustado de 1.49 (IC 95% 1.09-2.02 en 6 estudios). Ademas, también se observd un posible

incremento en el riesgo de infecciones nosocomiales con el uso de corticosteroides.

A pesar que nuestros datos no investigaron los motivos de los efectos negativos en la mortalidad
asociados al uso de los corticosteroides, una posible explicacion podria ser el incremento de las
infecciones secundarias como la NAV (incluida la IAPA), que ya han sido reportadas por los
meta-analisis anteriormente discutidos. Cabria mencionar que, ciertos efectos perjudiciales de los
corticosteroides en los pacientes con gripe grave observados podrian ser debidos a la prolongacion
de la replicacion del virus influenza (174,178) o ralentizar el aclaramiento viral (160), aunque su
evidencia es mas baja y focalizada en estudios con influenza A(H7N9) y A(H3N2),

respectivamente.

Sorprendentemente, la tinica enfermedad viral en la que los corticosteroides se han convertido en
el tratamiento estandar de tratamiento ha sido la COVID-19 grave. Esto fue a raiz del lanzamiento
de los resultados preliminares del RECOVERY trial al final de la primera ola de la pandemia, que
indicaban que dosis moderadas de dexametasona (6 mg/dia durante 10 dias) reducian la
mortalidad a los 28 dias en los pacientes con COVID-19 que requirieron cualquier grado de
oxigenoterapia, presentando un mayor beneficio en aquellos que recibieron VMI (razén de tasa
0.64, IC 95% 0.51-0.81) (124). El estudio marco un punto de inflexion en la practica clinica de
los pacientes con COVID-19 a nivel mundial, ya que conllevo la finalizacion temprana de otros
ECA que estaban en curso, cuyos objetivos eran investigar el impacto de los corticosteroides en

los diferentes resultados de dichos pacientes.

Sin embargo, en el estudio RECOVERY se perciben ciertas incertidumbres y limitaciones que
han sido cuestionadas (127,179), por lo que merecen una especial discusion. Un aspecto de mayor
preocupacion es que, aproximadamente el 75% de los pacientes aleatorizados, al dia 28 de
evolucion seguian hospitalizados. De tal modo, la evolucion final de gran parte de los sujetos del
estudio es incierta e investigar la mortalidad a largo plazo (mas alla de los 28 dias), podria haber
afectado sustancialmente a los resultados finales observados. En efecto, estudiar los resultados a
largo término en el contexto de la COVID-19 es fundamental, ya que la enfermedad conlleva
largas estancias en UCI (mediana 19 [RIC 11-31] dias) y hospitalarias (mediana 30 [RIC 21-46]
dias), tal y como se observaron en nuestros datos. De forma adicional, hubo 1707 (15%) sujetos
que no fueron considerados apropiados para la aleatorizacion a recibir dexametasona, aunque las
razones de su exclusion no fueron debidamente reveladas. Podria existir la posibilidad que, los
clinicos tratantes excluyeran dichos sujetos al percibir posibles efectos deletéreos de los

corticosteroides, lo cual representa un relevante sesgo de seleccion. Tampoco se tuvo en cuenta
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el posible efecto de centro, pudiendo existir cierto desequilibrio en la mortalidad segun el hospital
participante, especialmente en el grupo de pacientes ventilados donde la media de sujetos
incluidos fue de seis por centro, lo cual podria afectar realmente a la extrapolacion de los
resultados a la mayoria de centros a nivel global. Ademas, el estudio incluyo todo tipo de
pacientes (criticos y no criticos) con una tasa de mortalidad sustancialmente elevada (alrededor
del 20% en cada brazo aleatorizado) en los pacientes no ventilados. Multiples factores que pueden
influir en los resultados como la severidad o el grado de hipoxemia de los pacientes ventilados
tampoco fueron recogidos. En ese sentido, nuestros resultados observaron beneficio clinico de los
corticosteroides en el subgrupo de SDRA grave, mientras que en los pacientes con SDRA leve,
el tratamiento no tuvo ningin efecto sobre la mortalidad. De hecho, la nica estratificacion de
riesgo se estudid en un andlisis secundario de subgrupos, sin ajuste por multiplicidad y en el que
aquellos con mayor riesgo basal (> 45%) considerados como los mas criticos, la dexametasona
no tuvo efectos significativos en la mortalidad a los 28 dias (razon de tasas 0.90 [IC 95%
0.76—1.07]). De acuerdo con el analisis por subgrupos, la dexametasona tuvo mayor efecto
protector en los pacientes menores de 70 afios, varones, con riesgo basal intermedio y aquellos
con mas de 7 dias de sintomatologia. Por lo tanto, los efectos protectores de los corticosteroides

sobre la mortalidad de forma generalizada son cuestionables.

A pesar de que tras los resultados del estudio RECOVERY se suspendiera en gran parte la
investigacion que se estaba llevando a cabo mediante ensayos clinicos evaluando la efectividad
de los corticosteroides, se llegaron a publicar los resultados de cuatro ECA posteriormente. Sin
embargo, ninguno de ellos observo resultados positivos en cuanto a mortalidad con el tratamiento
con corticosteroides. El ensayo REMAP-CAP (180), se basé en una plataforma adaptativa
aleatorizada y abierta de pacientes con COVID-19 grave ingresados en UCI de 121 centros en
ocho paises, en los que se evaluaron los efectos de los corticosteroides sobre el soporte de 6rganos
cardiovascular o respiratorio. Sus resultados concluyeron que el tratamiento con hidrocortisona
(50-100 mg/6 horas durante 7 dias) en comparacion con placebo, aportaba una mayor
probabilidad de superioridad respecto a los dias libres de soporte organico a los 21 dias (93 vs
80%). No obstante, el estudio no llegd a cumplir los criterios especificados para la superioridad
estadistica, por lo tanto, no se pueden considerar como conclusiones definitivas. El CAPE COVID
trial (181), se realiz6 en Francia utilizando también dosis bajas de hidrocortisona, pero el estudio
se finaliz6 prematuramente tras incluir s6lo 149 pacientes (con poca potencia estadistica) y no
pudo llegar a encontrar beneficio de los corticosteroides en reducir el fracaso del tratamiento
(basado en un objetivo primario compuesto por muerte o fracaso respiratorio persistente). El
tercer ECA finalizado fue el CODEX trial (182), llevado a cabo en Brasil, en pacientes con SDRA
asociado a COVID moderado o grave (de acuerdo con la clasificacion de Berlin) e incluyendo

casi 300 pacientes, concluyendo que el uso de dexametasona incrementd de forma significativa
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el nimero de dias libres de ventilacion mecanica a los 28 dias. A diferencia de estos resultados,
nuestros datos no mostraron diferencias en cuanto a los dias libres de VMI con el uso de
corticosteroides. Finalmente, el Metcovid trial realizado por Jerénimo et al. (183) también en
Brasil, un ECA doble ciego, controlado con placebo, pero unicéntrico, asigné a los pacientes
hospitalizados con COVID-19 grave a recibir 0.5 mg/Kg/12horas de metilprednisolona durante 5
dias vs placebo en ratio 1:1, con la mortalidad como objetivo primario. Tras la inclusion de 416
pacientes, la mortalidad a los 28 dias no fue distinta entre grupos. Como resultado secundario
observaron en el analisis de subgrupos, una menor mortalidad a los 28 dias con el uso de
metilprednisolona en aquellos pacientes menores a 60 afios, hallazgos que coinciden con nuestros

resultados observados, precisamente en el analisis por subgrupos.

De forma practicamente simultanea a la publicacion de los resultados favorables del RECOVERY
y de los ECA mencionados, se publicé un meta-analisis por el Grupo de Trabajo de Evaluacion
Répida de Evidencia para Terapias COVID-19 (REACT) de la OMS (126), que agrupo los
resultados de siete ECA incluyendo 1703 pacientes criticos, concluyendo que los corticosteroides,
comparado con placebo, se asociaron con una reduccion de la mortalidad a los 28 dias. Sin
embargo, las conclusiones se basaron en el modelo de efectos fijos (OR 0.66, IC 95% 0.53-0.82,
p<0.001), mientras que los resultados de los efectos aleatorios no fueron significativos (OR 0.70,
IC 95% 0.48-1.01, p=0.053). Es remarcable que se decidio realizar el analisis s6lo en pacientes
criticos, por lo que el meta-analisis inicamente agrupd a los pacientes del estudio RECOVERY
que necesitaron VMI en el momento de la aleatorizacion. Ademas, tres de los ECA incluidos no
llegaron a tener una muestra superior a 50 pacientes y, ninguno de los siete estudios incluidos
exceptuando el RECOVERY trial que contribuy6 con un peso del 57% en el analisis, evidencio
efectos beneficiosos con el uso de corticosteroides en la mortalidad a los 28 dias, como ya se
mencion6 anteriormente. También conviene enfatizar que, los pacientes del Metcovid se
analizaron de forma secundaria en un sub-analisis agrupando también inicamente los pacientes
que necesitaron VMI (70 sujetos por brazo de tratamiento), encontrando en dicho sub-analisis
resultados positivos con el uso de los corticosteroides al observar una reduccion significativa de
la mortalidad. Aunque las conclusiones del meta-analisis son que los corticosteroides, en global,
reducen la mortalidad a los 28 dias, el efecto positivo seglin el tipo de corticosteroide solo se halld
en el grupo de dexametasona, ya que los datos derivados de la hidrocortisona y metilprednisolona

no conciliaron la significacion estadistica.

Evidencia cientifica procedente de otros meta-analisis (184—186), también ha revelado efectos
favorables de los corticosteroides en la mortalidad, aunque se trata de estudios con elevada
heterogeneidad referente a la severidad de la enfermedad en el que, de forma relevante, la

contribucion de peso del estudio RECOVERY es mucho mayor que la del resto de los estudios
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incluidos, hecho que hay que tener en cuenta por sus limitaciones anteriormente mencionadas.
Un meta-analisis reciente que agrupd datos de siete ECA con 6250 pacientes con COVID-19
grave (78% de ellos fueron pacientes del estudio RECOVERY) (187), observd como el efecto
protector de los corticosteroides desaparecia al excluir dicho estudio, sugiriendo que aun se
necesitan mas ensayos clinicos para confirmar los resultados. Se han publicado resultados
controvertidos en otros meta-analisis que incluyeron tanto ECA como estudios observacionales
(188-190). Los meta-analisis mas recientes contintian generando resultados conflictivos respecto
a la efectividad de los corticosteroides (191-193). Uno de los ultimos, publicado sobre pacientes
con SDRA (asociado a COVID-19 y no COVID-19) incluyendo datos de 18 ECA con 2826
pacientes (194), concluyé que el tratamiento con corticosteroides probablemente reduce la
mortalidad en pacientes con SDRA de cualquier etiologia. Sin embargo, a pesar de dichas
conclusiones, los datos agrupados estimados en los sujetos con SDRA por COVID-19 usando los
criterios de Berlin (razon de riesgo 0.92, IC 95% 0.76-1.11) o en los pacientes sometidos a VMI
(razon de riesgo 0.89, IC 95% 0.71-1.12) no llegaron a ser significativos en cuanto a disminucion

de la mortalidad a los 28 dias en los modelos de efectos aleatorios.

Datos derivados de estudios observacionales también han generado cierta confusion sobre la
efectividad de los corticosteroides en pacientes criticos con COVID-19. En un estudio
multicéntrico en 882 pacientes con alta tasa de pacientes con VMI (195), los autores encontraron
que el tratamiento precoz con corticosteroides (administrado dentro de las primeras 48 horas del
ingreso en UCI), se asoci6 con una reduccion significativa de la mortalidad en UCI, comparado
con el uso tardio de corticosteroides o sin corticosteroides, tras realizar un analisis de ponderacion
de probabilidad inversa. Sin embargo, su analisis de supervivencia no tuvo en cuenta los riesgos
competitivos. Ademas, en dicho estudio se muestra un claro cruce de las curvas de supervivencia
en el grafico de Kaplan-Meier, en el que se podria suponer un efecto tiempo-dependiente de los
corticosteroides secundario al hecho de no cumplir la proporcionalidad de riesgos al igual que se
observo en nuestros resultados. De ese modo, nuestro analisis resultd mas robusto y objetivo al
tener en consideracion los potenciales efectos tiempo-dependientes de los corticosteroides, asi

como los eventos competitivos.

Algunos estudios retrospectivos con un enfoque estadistico solido (196,197) también han
evidenciado efectos protectores de los corticosteroides en la mortalidad de los pacientes con
COVID-19 grave y SDRA, aunque se trata de estudios con muestras de poblacion mas limitadas
y de pacientes no criticos (con incidencias de VMI muy bajas), por lo que sus resultados tampoco
pueden generalizarse a los pacientes mas graves. En el lado opuesto, estudios multicéntricos de
pacientes con SDRA asociado a COVID-19 (129,130) y pacientes criticos (128), han sugerido

que el tratamiento con corticosteroides podria estar incluso asociado a mayor mortalidad, tras
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hacer un cuidadoso y fuerte ajuste de distintos sesgos relacionados con los estudios

observacionales.

Toda esta gran controversia en la evidencia podria deberse a la heterogeneidad de los pacientes
estudiados, conduciendo a datos inconcluyentes, lo que podria indicar la existencia de sujetos
tanto respondedores como no respondedores a corticosteroides entre los pacientes con COVID-
19 grave y criticos. En base a ello, cabria la necesidad de investigar en qué subgrupos de pacientes
criticos con COVID-19 puede observarse un efecto positivo, neutro o incluso negativo sobre la

mortalidad con el uso de los corticosteroides.

Nuestros datos se focalizaron en una poblacion homogénea de pacientes criticos con SDRA
asociado a COVID-19 con VMI en las primeras 24 horas de ingreso. Esta poblacion que requirio
soporte respiratorio invasivo seria, entonces, similar al grupo de pacientes que presentaron una
mayor reduccion de la mortalidad en el estudio RECOVERY. Nuestros resultados pusieron de
manifiesto que los corticosteroides administrados al ingreso en UCI, conllevan un efecto tiempo-
dependiente sobre la mortalidad en UCIL. Mientras que el tratamiento parecer tener efectos
protectores dentro de las dos primeras semanas de la enfermedad critica, la probabilidad de
supervivencia cambia en ese punto del tiempo a partir del cual se asocia con una mayor
mortalidad. Segiin nuestro conocimiento cientifico, nuestro estudio es el primero en observar este
efecto tiempo-dependiente de los corticosteroides en la mortalidad en UCI. Estos hallazgos se han
observado en una amplia cohorte representativa de SDRA asociado a COVID-19, con similitudes
cercanas a otros estudios en términos de severidad de la insuficiencia respiratoria aguda,
pardmetros ventilatorios y manejo de soporte respiratorio. En efecto, se aplicaron multitud de
herramientas estadisticas para controlar posibles sesgos derivados de la naturaleza observacional
de nuestro estudio, como son el sesgo de seleccion mediante PSM, sesgo de confusion por
indicacion, sesgo de tiempo immortal, riesgos competitivos, asi como la multiplicidad. Por
consiguiente, nuestros datos han contribuido sustancialmente a la comunidad cientifica para
continuar ampliando el conocimiento en el campo de la efectividad de los corticosteroides en los

pacientes mas graves de la enfermedad COVID-19.

Los efectos beneficiosos a corto plazo, también observados en el estudio RECOVERY
especialmente en los pacientes que requirieron VMI, podrian deberse a la capacidad de los
corticosteroides de amortiguar tanto la respuesta inflamatoria a nivel pulmonar, asi como, en
cierta medida, la fibrosis secundaria a medio plazo producida en algunos casos con dafio pulmonar
severo por la infeccion viral y el SDRA (69). De hecho, nuestros datos observaron como el
subgrupo de SDRA grave tenia efectos protectores en la supervivencia a corto plazo sin que se

presentaran efectos perjudiciales a largo plazo. Por el contrario, en los pacientes con SDRA leve,
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asumiendo que pudieran tener menos inflamacion pulmonar, los corticosteroides no aportaron
ningun beneficio clinico a corto ni a largo plazo, cuestionando la efectividad de dicho tratamiento
en este subgrupo de sujetos. Los efectos beneficiosos a corto plazo de los corticosteroides también
se pudieron observar en los pacientes menores de 60 afios, hallazgos que coincidirian en cierta
medida con los del estudio RECOVERY en los que, los pacientes menores de 70 afios también
tuvieron un mayor beneficio. Sin embargo, un estudio multicéntrico realizado en 303 pacientes
criticos con COVID-19 reportd que el tratamiento precoz con corticosteroides se asocié con
menor mortalidad a los 60 dias en pacientes mayores de 60 afios (198). Estos resultados, opuestos
a los nuestros, se podrian explicar debido a que la poblacion incluida en dicho estudio es menos

comparable con nuestra cohorte, ya que solo una tercera parte de sus pacientes requirieron VMI.

Paralelamente, las potenciales explicaciones de los efectos perjudiciales a largo plazo de los
corticosteroides deberan evaluarse en futuras investigaciones, ya que la informacion sobre los
posibles efectos dafiinos de los corticosteroides en la COVID-19 siguen siendo limitados en la
actualidad. Aunque algin meta-analisis (192) ha sugerido que los corticosteroides en la
enfermedad COVID-19 no se asocian con mayor incidencia de superinfecciones, un reciente
estudio observacional, multinacional que incluy6 a mas de 3700 pacientes criticos, observd como
el tratamiento con dexametasona fue identificado como un factor de riesgo asociado de forma
independiente con el desarrollo de infecciones secundarias del tracto respiratorio inferior
(particularmente NAV) con un OR 1.64 (IC 95% 1.37-1.97, p<0.001) (85). El tratamiento con
corticosteroides no so6lo predispone a mayor riesgo de infecciones secundarias bacterianas sino
que, ademas, en un estudio aleman multicéntrico realizado en 13 UCI con 522 pacientes criticos
con COVID-19, el tratamiento con dexametasona se ha asociado como factor independiente con
tres veces mayor riesgo de desarrollar CAPA (OR 3.11, IC 95% 1.11-8.69) (199). Aunque
nuestros datos en los pacientes con SDRA asociado a COVID-19 con VMI no encontraron
asociacion entre el uso de corticosteroides y la NAV, en el analisis por fenotipos se encontrd
mayor incidencia estadisticamente significativa de NAV en los fenotipos B y C que recibieron
corticosteroides en comparacion con los que no los recibieron. Otras posibles explicaciones de
los efectos negativos a largo plazo del tratamiento con corticosteroides podrian ser la tendencia
hacia una mayor prolongacion de la replicacion viral y tromboembolismos venosos observados

por algunos autores (184,188,200-202).

Las distintas respuestas, beneficiosas o perjudiciales, del tratamiento con corticosteroides podrian
deberse a la distinta respuesta inflamatoria de cada huésped o de las caracteristicas clinicas
inherentes a cada sujeto. Los beneficios que ofrecen los corticosteroides para atenuar la
desregulacion inmunitaria deben equilibrarse con su efecto inhibitorio sobre la respuesta inmune

necesaria para controlar la replicacion viral, asi como el riesgo de infecciones oportunistas y los
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efectos secundarios asociados. Por lo tanto, es racional considerar que pueden existir ciertos
subgrupos respondedores a corticosteroides, en los que el tratamiento pueda estar asociado a
efectos protectores y mayor supervivencia, mientras que, en otros no respondedores, el

tratamiento pueda acarrear consecuencias negativas, efectos adversos e incluso mayor mortalidad.

En nuestro analisis, la cohorte global present6 inicialmente efectos protectores a corto plazo,
aunque los sujetos que recibieron corticosteroides y que necesitaron mas alla de dos semanas de
ingreso en UCI, tuvieron mayor mortalidad a largo plazo, en comparaciéon con los que no
recibieron corticosteroides. Estos efectos tiempo-dependientes en la mortalidad también se
pudieron observar de forma homogénea en el analisis por subgrupos, confirmando nuestros
resultados. No obstante, se observaron ciertos subgrupos especificos en los que, el tratamiento
con corticosteroides podria asociarse con efectos positivos a corto plazo sin que posteriormente
presentaran efectos perjudiciales. Estos subgrupos con un efecto neto positivo en la supervivencia
fueron los de pacientes menores de 60 afios de edad, aquellos con SDRA grave y los que

recibieron corticosteroides junto con tocilizumab.

En referencia a la duracion del tratamiento con corticosteroides, un curso corto de tratamiento no
aporto beneficios clinicos, hallazgos que son similares a los reportados por el Metcovid trial (183).
De hecho, en el meta-analisis mencionado previamente realizado en pacientes con SDRA
(COVID-19 y no COVID-19) (194), observaron que la administracion de corticosteroides en un
curso mas largo de siete dias, tuvo mejores tasas de supervivencia en comparacion con cursos
mas cortos de tratamiento. A pesar de observar estos efectos favorables a corto plazo en la
supervivencia con cursos largos de tratamiento, a largo plazo se podrian presentar posibles efectos
deletéreos, tal y como observamos en nuestro analisis por subgrupos. Por lo tanto, los efectos de
los corticosteroides sobre la mortalidad en funcion de la duracion del tratamiento deberian

confirmarse con futuras investigaciones.

El uso del tocilizumab asociado a los corticosteroides también podria estar relacionado con
efectos protectores a corto plazo, sin afectar a la mortalidad a largo plazo. Nuestros resultados
coinciden con un reciente ECA realizado en pacientes hospitalizados con COVID-19 que
presentaron hipoxia e inflamacion sistémica, en los que los pacientes asignados al grupo de
tocilizumab (junto con tratamiento estandar), tuvieron una reduccion significativa de la

mortalidad a los 28 dias en comparacion con el tratamiento estandar unicamente (132).
La hipotesis planteada sobre la posibilidad de obtener distintas respuestas clinicas con el uso de

los corticosteroides en base a unos conjuntos de pacientes especificos con COVID-19 y SDRA,

estaria alineada con un razonamiento fundamentado en una medicina personalizada basada en las
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necesidades de cada individuo. De hecho, en entidades heterogéneas como el SDRA, se han
realizado investigaciones que proponen la existencia de distintos fenotipos clinicos, cuyos
resultados finales o respuestas a diferentes tratamientos puedan diferir entre los mismos (203).
No cabe duda que las investigaciones futuras encaminadas a una medicina de precision,
especialmente en patologias heterogéneas, prometen un enriquecimiento del conocimiento
cientifico, tanto a nivel pronostico como predictivo para futuros ensayos clinicos. EI SDRA
asociado a COVID-19 es sin duda una nueva enfermedad compleja en la que se han propuesto la
existencia de fenotipos clinicos que puedan afectar de forma distinta en los resultados finales. El
grupo de trabajo de la COVID-19 de la SEMICYUC llevo a cabo un analisis secundario de un
estudio observacional, prospectivo y multicéntrico, recopilando datos clinicos de 2017 pacientes
con COVID-19 ingresados en 62 UCI espafiolas, en el que se identificaron a tres fenotipos clinicos
que claramente impactaban en el pronostico (30). Los tres fenotipos se clasificaron en funcion de
la respuesta inflamatoria del huésped, de tal forma que se pudo distinguir claramente un fenotipo
A o grave (caracterizado por ser pacientes mas jovenes, con menor gravedad, con pocos signos
de inflamacion sistémica y sin disfunciones orgénicas), un fenotipo B o criticos (caracterizado
por pacientes jovenes, con mayores niveles de inflamacion y incidencia moderada de desarrollo
de shock), y el fenotipo C o potencialmente mortal (caracterizado por ser pacientes de mas de 65
afios, con mayor severidad de la enfermedad, niveles elevados de marcadores inflamatorios
acompaiiados de disfunciones de 6rganos). En base a la identificacion de dichos fenotipos, se
llevo a cabo el tltimo estudio de la presente tesis, en el que se pudo observar claramente un efecto
diferente del tratamiento con corticosteroides en la mortalidad, en funcion del fenotipo clinico en
cuestion. Es decir, la respuesta al tratamiento con corticosteroides podria depender, no
unicamente de un subgrupo especifico de edad, gravedad, u otros pardmetros clinicos asilados,
sino mas bien de un conjunto de factores y de la respuesta de cada huésped, lo que en conjunto
caracteriza a cada fenotipo clinico de la enfermedad. Asi, el tratamiento con corticosteroides no
tuvo ningun efecto en la supervivencia en el fenotipo A. En el fenotipo B, los corticosteroides
mostraron cierto beneficio clinico, aunque los efectos protectores tinicamente se observaron al
tener en cuenta los eventos competitivos (subHR 0.65, IC 95% 0.46-0.91). En contraposicion, el
fenotipo C fue el conjunto de pacientes en el que el tratamiento con corticosteroides se asocio de
forma estadisticamente significativa con mayor supervivencia (pHR 0.75, IC 95% 0.58-0.98,

p=0.03), incluso al tener en cuenta los eventos competitivos (subHR 0.79, IC 95% 0.63-0.98).

Hallazgos muy parecidos a los nuestros también se han reportado en un estudio retrospectivo
unicéntrico realizado en 428 pacientes criticos con COVID-19 en los que, el tratamiento con
corticosteroides se asocié con efectos positivos en la supervivencia Unicamente en aquellos
caracterizados por un fenotipo hiperinflamatorio (HR 0.51, IC 95% 0.34-0.78) comparado con el

fenotipo hipoinflamatorio, en los que el tratamiento no tuvo ningtn efecto en la mortalidad (131).
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De forma andloga, los autores tampoco observaron ningtn efecto en la mortalidad a los 28 dias
con el tratamiento con corticosteroides en la cohorte global (HR ajustado 0.80, IC 95% 0.54-
1.18), tras realizar un ajuste estadistico s6lido con modelos estructurales marginales. El fenotipo
hiperinflamatorio se caracterizod, de forma similar a nuestro fenotipo C, por elevados niveles de
citoquinas proinflamatorias, mayor gravedad de la enfermedad y mayor incidencia de

complicaciones durante su evolucion.

Un reciente estudio muy similar al previo y realizado en 483 pacientes criticos con SDRA
asociado a COVID-19 en dos hospitales, también identifico dos fenotipos clinicos de SDRA
(hiperinflamatorio e hipoinflamatorio) en los que el tratamiento con corticosteroides, con caracter
exploratorio, se asocid con una disminucion de la mortalidad a los 90 dias (s6lo ajustada por
gravedad) en el fenotipo hiperinflamatorio, mientras que, en el fenotipo hipoinflamatorio la
terapia con corticosteroides se asocid a mayor mortalidad (61 vs 77% y 51 vs 45%,

respectivamente, interaccion p=0.03) (204).

Aunque los dos tltimos estudios mencionados identificaran dos fenotipos clinicos basados en la
respuesta del huésped a la infeccion por SARS-CoV-2 mediante la investigacion de distintas
citoquinas, lo cual da por resultado un campo de investigacion valioso, los hallazgos se obtuvieron
de cohortes pequefias y con datos de pocos centros por lo que su validez externa es limitada.
Acorde con los hallazgos de éstos dos estudios, nuestros resultados obtenidos de una cohorte mas
amplia de pacientes criticos procedentes de multiples centros y con un enfoque estadistico
también consistente para minimizar sesgos, refuerzan la hipotesis generada de que el tratamiento
con corticosteroides de forma generalizada e indiscriminada a todos los pacientes criticos
posiblemente no esté justificado, sino que se deberia considerar la individualizacion de la terapia
en funcién del subgrupo o fenotipo clinico en cuestion. No obstante, para confirmar dichas
conclusiones sobre la individualizacion del tratamiento con corticosteroides en pacientes criticos

con COVID-19 se requiere mayor evidencia cientifica que soporte dichos resultados.

La investigacion cientifica llevada a cabo en la presente tesis doctoral esta sujeta a una serie de

limitaciones que se deben reconocer y que se detallan a continuacion.

El aspecto limitante fundamental es que se ha realizado mediante estudios retrospectivos cuyo fin
fue evaluar la efectividad de distintos tratamientos médicos en una cohorte de pacientes criticos.
La naturaleza observacional de dichos estudios puede acarrear importantes sesgos de seleccion,

informacion o de medicion.
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Indiscutiblemente, el “gold estandar” en la investigacion cientifica para determinar los efectos de
una intervencion especifica sobre una poblacion son los ensayos clinicos aleatorizados y
controlados con placebo, mediante comparaciones entre grupos asignados al azar y que,
asumiblemente son idénticos en sus caracteristicas basales, lo que hace que ambos grupos sean
adecuadamente comparables entre ellos. Es decir, la unica diferencia entre los grupos es la
intervencion. Por ello, se puede garantizar la relacion causa-efecto derivada de la exposicion al

tratamiento en estudio.

No obstante, la realizacion de ensayos clinicos en pacientes criticos no siempre es factible, ya que
se llevarian a cabo en un entorno de alta complejidad en la practica clinica diaria donde, ademas,
podrian generarse dilemas éticos al asignar placebo o un farmaco (oseltamivir/corticosteroides)
con beneficio no probado en ECA a pacientes con una enfermedad severa, en el momento actual
en el que la evidencia derivada de los estudios no aleatorizados abogan por un claro beneficio o

perjuicio de dichos tratamientos.

En efecto, los estudios observacionales son un reflejo mas claro de la practica clinica habitual
que, debidamente realizados con una metodologia estricta, pueden aportar resultados mas
robustos y mejorar su calidad cientifica, especialmente cuando hay falta de evidencia directa de
ensayos clinicos. Asimismo, para tratar de controlar el sesgo de seleccion y disminuir las
diferencias entre grupos de tratamientos, en cada estudio llevado a cabo en la presente tesis
doctoral, se utilizo la metodologia de emparejamiento mediante “propensity score matching” que
permite establecer una comparacion de grupos casi idénticos de los factores de confusion
observados. Con el mismo proposito se aplicaron otras herramientas metodologicas para
disminuir el sesgo de confusion por indicacion, el sesgo de tiempo immortal, asi como los eventos

competitivos.

El segundo punto clave limitante de nuestros resultados es que ¢éstos no se pueden generalizar a
otras poblaciones distintas de pacientes criticos. La investigacion se ha centrado en poblaciones
homogéneas de pacientes ingresados en UCI con alta gravedad, con lo que los hallazgos
observados no se pueden extrapolar a pacientes hospitalizados fuera de las unidades de criticos,

a pacientes pediatricos, ni a sujetos enfermos con gripe 0 COVID-19 de la comunidad.

La tercera limitacion a resaltar es que la investigacion se ha focalizado en la exposicion de los
tratamientos en cuestion sin una estandarizacion estricta de las dosis o duracion de los
tratamientos, pudiendo observar cierta variabilidad. No obstante, cabe mencionar que dichos
tratamientos y las practicas clinicas siguieron las recomendaciones clinicas establecidas por

diferentes sociedades reconocidas a nivel nacional e internacional. En ese mismo contexto, no se
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recogieron posibles efectos secundarios de los tratamientos en estudio, informacién relevante

cuando se investiga la efectividad de distintas terapias.

En cuarto lugar y, en la misma linea a lo anterior mencionado, tampoco se recogieron datos sobre
la replicacion o aclaramiento viral, resistencia antiviral, factores étnicos o socioecondémicos
basales, aplicacion de medidas de limitacion del soporte vital durante el ingreso o informacion
sobre la capacidad de camas de criticos en periodos de inundacion de las UCI durante las
pandemias. Todos ellos son considerados como potenciales factores que podrian haber impactado

en los resultados finales.

En definitiva, nuestra investigacion padece de ciertas flaquezas, aunque esta circunstancia no nos
desalienta, sino que nos promueve a recomendar la realizacion de futuros estudios que puedan
abordar cada uno de estos aspectos y que pueda aporta mayor riqueza a la evidencia que existe
hasta la fecha, sobre los efectos del tratamiento antiviral y con corticosteroides en los pacientes
con infecciones virales por gripe y COVID-19. Asi pues, nuestros extensos estudios de cohortes
de pacientes criticos con gripe y COVID-19, de caracter multicéntrico a nivel nacional y con una
metodologia rigurosa con el fin de reducir posibles sesgos, brindan nueva evidencia cientifica a
la previa existente que puede ayudar a los clinicos en el manejo clinico diario de los pacientes

criticos con dichas enfermedades virales.
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8. CONCLUSIONES

La presente tesis doctoral ha permitido ampliar el conocimiento cientifico en referencia al impacto
del tratamiento antiviral y coadyuvante con corticosteroides en la mortalidad de los pacientes
criticos con gripe y COVID-19. En virtud de los resultados, se desprenden las siguientes

conclusiones:

. El tratamiento antiviral con oseltamivir mejora la supervivencia de los pacientes
criticos con gripe grave, siendo especialmente beneficioso en reducir la mortalidad en

UCI cuando se administra en los primeros dos dias desde el inicio de la sintomatologia.

. El tratamiento coadyuvante con corticosteroides se asocia con un incremento de

la mortalidad en UCI en pacientes criticos con neumonia viral por gripe.

. En pacientes ventilados con sindrome de distrés respiratorio agudo asociado a
COVID-19, el tratamiento con corticosteroides parece tener un patrén tiempo-
dependiente en la supervivencia, con efectos protectores iniciales, que tras dos semanas

de enfermedad critica pueden resultar perjudiciales.

. La efectividad del tratamiento con corticosteroides en pacientes criticos con
COVID-19, podria variar en funcion ciertos subgrupos o fenotipos clinicos, dependiendo
de la respuesta inmunoldgica propia de cada huésped frente a la infeccion viral, por lo
que el uso generalizado de corticosteroides en dichos pacientes podria no estar

justificado.

. Son necesarias futuras investigaciones para identificar los conjuntos de enfermos
criticos con COVID-19 que se beneficiarian del uso de corticosteroides, sin que dicho
tratamiento se asocie posteriormente con resultados perjudiciales, arrojando luz de esta
forma al conocimiento todavia incompleto de esta entidad y permitiendo asi la

individualizacion del manejo de cada uno de nuestros pacientes.
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9. LINEAS DE FUTURA INVESTIGACION

El trabajo desarrollado en esta tesis doctoral y los resultados obtenidos, plantea multiples
interrogantes generando un amplio abanico de posibles trabajos como futuras lineas de

investigacion.

El tratamiento antiviral con oseltamivir en los pacientes con gripe grave ofrece beneficios clinicos
especialmente cuando se inicia de forma precoz en el curso de la enfermedad mejorando la
supervivencia, asi como disminuyendo el consumo de recursos en UCI. Acorde con dichos
hallazgos, se plantea la necesidad de evaluar el desarrollo de medidas estratégicas para mejorar
la tasa de la precocidad del tratamiento antiviral. Se debe considerar un area prioritaria,
fundamentalmente debido a que s6lo uno de cada cuatro pacientes recibe oseltamivir de forma
precoz. Aunado a esto, cabe resaltar que en los pacientes que recibieron oseltamivir tardiamente,

el tratamiento antiviral se inici6 a los cinco dias del curso de la infeccion.

Al respecto, una de las estrategias corresponderia en evaluar el impacto de la aplicacion de
distintas acciones en la sociedad para fomentar la educacion sanitaria sobre los beneficios clinicos
del tratamiento antiviral precoz con oseltamivir en periodos de circulacion del virus influenza, en
particular, dirigidas a aquellos sujetos que tienen especial riesgo de desarrollar un curso mas
severo de la enfermedad o de presentar deterioro clinico. Dichas medidas podrian consistir en
campaflas de informacion ambulatorias u hospitalarias que fueran paralelas a las campaias de
vacunacion para pacientes con factores de riesgo o sistemas de vigilancia especificos para
pacientes de alto riesgo a los que se les pueda facilitar la instruccion de signos y sintomas de
alarma para acudir con premura a los centros de salud y, de ese modo, poder iniciar tratamiento

antiviral precozmente.

Vinculado a esto, también habria que promover la formacion a especialistas sanitarios sobre la
iniciacion del tratamiento antiviral de forma empirica y sin demora en la espera de la confirmacion
microbiologica de la infeccion por gripe, tal y como especifican las recomendaciones nacionales
de gripe grave avaladas por la SEMICYUC. Sin duda, una linea de investigacion faltante de
evidencia cientifica es la efectividad del tratamiento antiviral empirico en comparaciéon con el

tratamiento dirigido en los pacientes con gripe grave.

En ese mismo contexto, la duracion optima del tratamiento antiviral aun sigue siendo una

incertidumbre. La duracion recomendada estandar del tratamiento con oseltamivir es de cinco
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dias, aunque distintas recomendaciones coinciden en que el tratamiento se podria prolongar hasta
10 dias en caso de enfermedad critica. Dichas recomendaciones estan fundamentadas en base a
que los pacientes criticos con gripe pueden tener una prolongacion de la replicacion viral y menor
aclaramiento del virus. A partir de las evidencias anteriores, nuestros resultados sugieren que la
mayor duracion del tratamiento antiviral podria estar asociada de forma independiente con una

menor mortalidad. No obstante, estos hallazgos deberian confirmarse en futuros estudios.

En paralelo, aunque la evidencia observada en nuestros analisis muestra resultados favorables con
la administracion de oseltamivir, la resistencia a los NAls encontrada en algunos estudios es un
area de especial preocupacion. Nuevas investigaciones deberian ir encaminadas a la busqueda de
factores de riesgo asociados con el desarrollo de resistencias a oseltamivir, asi como la produccion
de nuevos farmacos antivirales que aporten beneficios clinicos a los pacientes criticos con gripe

grave.

Si bien es cierto que el tratamiento con corticosteroides se asocia con un incremento en la
mortalidad en los pacientes criticos con neumonia por gripe, el tratamiento inmunomodulador
podria tener un razonamiento fisiopatologico para la atenuacion de la respuesta inmune del
huésped debida a la infeccion por el virus influenza, con el fin de amortiguar la produccion de
citoquinas proinflamatorias. En ese mismo contexto, la evaluacion de la efectividad de diferentes
farmacos inmunomoduladores en los pacientes con gripe grave sigue siendo un ambito de

potencial interés a examinar.

En referencia a la COVID-19, indudablemente hay un amplio espectro de lineas futuras de
investigacion, dado el aun existente desconocimiento de la fisiopatologia, con lagunas en el
conocimiento respecto a la efectividad de distintas estrategias de tratamiento. En efecto, la falta
de un tratamiento antiviral eficaz para tratar la infeccion por SARS-CoV-2 en pacientes criticos,

deberia considerarse una cuestion prioritaria de investigacion.

Nuestros resultados obtenidos sobre la efectividad del uso de los corticosteroides en pacientes
criticos con COVID-19, sugieren la necesidad de ampliar la evidencia para identificar aquellos
pacientes que presenten beneficios netos con el tratamiento, de acuerdo a la respuesta
inmunologica de cada huésped a la infeccion viral. En tal sentido, podrian ser ttiles los conjuntos
de pacientes o fenotipos clinicos determinados en funcion de la presentacion clinica inicial, la
severidad de la enfermedad, necesidad de soporte organico y respuesta del huésped mediante la
deteccion de diferentes marcadores inflamatorios y inmunologicos/citoquinicos. Ateniendo a
estas consideraciones, serian necesarios futuros estudios de buena calidad cientifica, a poder ser

mediante ensayos clinicos aleatorizados u observacionales con metodologia robusta, cuyos
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objetivos fueran evaluar el impacto del tratamiento con corticosteroides en cada conjunto de

pacientes.

En ultima instancia, aunque existan grupos de pacientes que se beneficien del uso de los
corticosteroides en pacientes con COVID-19, perduran algunas incertidumbres sobre el
tratamiento que generan las siguientes cuestiones: ;Cuales son las dosis Optimas de
corticosteroides? ;Cual es la duracion Optima del tratamiento y, en caso de ser prolongada,
requieren una reduccion gradual de la misma? ;Todos los tipos de corticosteroides tienen la
misma efectividad? ;Cual es el momento 6ptimo o seguro en el curso de la infeccion para el inicio
de los corticosteroides? ;Los corticosteroides pueden prolongar la replicacion viral o retrasar el
aclaramiento del virus en algunos casos? ;Qué consecuencias deletéreas a largo plazo puede tener
el tratamiento? (Es segura la administracion de corticosteroides con otros agentes
inmunomoduladores en estudio? ;Como se puede identificar a los pacientes que en su evolucion
de la COVID-19 grave desarrollan un patréon de neumonia organizada subsidiaria de tratamiento

con corticosteroides?

En definitiva, la emergencia global que supone el surgimiento de una pandemia por los virus
influenza o SARS-CoV-2 ha demostrado tener consecuencias devastadoras en la historia de la
humanidad. La compleja dindmica evolutiva de dichos virus, por su amplia variacion antigénica,
presagia la alta probabilidad de desarrollo de futuras epidemias e incluso nuevas pandemias, por
lo que es fundamental ampliar la investigacion acerca de dichas entidades infecciosas que
suponen un gran desafio para la salud de la poblacion. A pesar de que en los Ultimos afios ha
mejorado significativamente el conocimiento cientifico sobre el tratamiento de estas patologias,
a dia de hoy existen sustanciales brechas en el conocimiento sobre la eficacia de diferentes

terapias consideradas como pilares en el tratamiento de estas enfermedades virales.

La investigacion llevada a cabo en la presente tesis doctoral arroja luz sobre la efectividad del
tratamiento antiviral y co-adyuvante con corticosteroides en la mortalidad de los pacientes que
sufren gripe y COVID-19 en su forma maés severa, a la vez que desprende una serie de preguntas

esenciales que incitan a seguir estudiando.

A mi juicio, toda investigacion médica debe pretender identificar y esclarecer dudas cientificas,
asi como ofrecer nuevas que inviten a seguir aprendiendo para conseguir en ultima instancia el
mejor trato hacia nuestros pacientes. Como afirmaron grandes cientificos que cambiaron la
historia de la humanidad “en medio de la dificultad reside la oportunidad, lo importante es no
dejar de hacerse preguntas” (Albert Einstein) y “para investigar la verdad es preciso dudar, en

cuanto sea posible, de todas las cosas” (René Descartes).
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ABSTRACT

Background: The relationship between early oseltamivir treatment (within 48 h of symptom onset) and
mortality in patients admitted to intensive care units (ICUs) with severe influenza is disputed. This study
aimed to investigate the association between early oseltamivir treatment and ICU mortality in critically ill
patients with influenza pneumonia.

Methods: This was an observational study of patients with influenza pneumonia admitted to 184 ICUs in
Spain during 2009-2018. The primary outcome was to evaluate the association between early oseltamivir
treatment and ICU mortality compared with later treatment. Secondary outcomes were to compare the
duration of mechanical ventilation and ICU length of stay between the early and later oseltamivir
treatment groups. To reduce biases related to observational studies, propensity score matching and a
competing risk analysis were performed.

Results: During the study period, 2124 patients met the inclusion criteria. All patients had influenza
pneumonia and received oseltamivir before ICU admission. Of these, 529 (24.9%) received early
oseltamivir treatment. In the multivariate analysis, early treatment was associated with reduced ICU
mortality (OR 0.69, 95% CI 0.51-0.95). After propensity score matching, early oseltamivir treatment was
associated with improved survival rates in the Cox regression (hazard ratio 0.77, 95% CI 0.61-0.99) and
competing risk (subdistribution hazard ratio 0.67, 95% CI 0.53-0.85) analyses. The ICU length of stay and
duration of mechanical ventilation were shorter in patients receiving early treatment.

Conclusions: Early oseltamivir treatment is associated with improved survival rates in critically ill patients
with influenza pneumonia, and may decrease ICU length of stay and mechanical ventilation duration.
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Controversy persists regarding the effectiveness of NAIs in the treatment of severe influenza due
to a lack of data from RCTs. This propensity score-matched observational study reaffirms that
early oseltamivir treatment is associated with better outcomes. https:/bit.ly/2KdW5A]

Cite this article as: Moreno G, Rodriguez A, Sole-Violan J, et al. Early oseltamivir treatment
improves survival in critically ill patients with influenza pneumonia. ER] Open Res 2021; 7: 00888-
2020 [https://doi.org/10.1183/23120541.00888-2020].

This article has supplementary material available from openres.ersjournals.com
EUROPEAN
E R S RESPIRATORY Received: 27 Nov 2020 | Accepted after revision: 7 Dec 2020
SOCIETY
e Copyright ©ERS 2021. This article is open access and distributed under the terms of the Creative Commons Attribution
Non-Commercial Licence 4.0.

ry breath counts

https://doi.org/10.1183/23120541.00888-2020 ERJ Open Res 2021; 7: 00888-2020

165



Anexos |

RESPIRATORY INFECTIONS | G. MORENO ET AL.

Introduction

Influenza is one of the leading causes of mortality from infectious diseases worldwide, resulting in an
estimated 300000-645000 deaths in adults each year [1]. Up to a third of adults hospitalised with
influenza require admission to an intensive care unit (ICU), of whom >60% require mechanical
ventilation, frequently due to viral pneumonia and acute respiratory distress syndrome (ARDS) [2], with
a resulting mortality rate of up to 30% [3]. Beyond supportive therapy, neuraminidase inhibitors (NAIs)
are the first-line option for severe influenza [4-6]. Both the US Centers for Disease Control and
Prevention and the World Health Organization recommend oseltamivir for patients hospitalised with
severe, progressive, complicated influenza or for those at risk of developing complications. However, the
timing of antiviral treatment may be critical in improving outcomes, as reports indicate that starting
antivirals within 48 h of symptom onset can reduce mortality [7]. Thus, the mainstay of therapy for
patients with severe influenza is the initiation of antiviral treatment as soon as possible after the onset of
illness [8].

In the absence of strong evidence from randomised controlled trials (RCTs) involving critically ill patients,
clinical knowledge relies on extrapolation from observational studies, which currently suggest that the
effectiveness of NAIs is greatest when they are started within 48 h of symptom onset [3, 9-11]. A large
meta-analysis, which included 5103 critically ill adults with influenza A(HIN1)pdm09, found a reduction
in mortality of 38% in those receiving early NAI compared with those receiving treatment later [12].
However, this study has been widely criticised due to the high risk of biases [13, 14].

There has been a long-standing debate regarding the role and benefit of NAIs in the treatment of
influenza. Current evidence suggests that the effect of NAIs on mortality depends on the population being
treated and the clinical setting [15]. However, ethical constraints limit the ability to randomise severely ill
patients and obtain the highest level of evidence from RCTs in intensive care settings. Therefore, to
strengthen the evidence base, new observational studies need to focus on reducing biases and improving
the quality of observational data.

In this study, we evaluated the association between early oseltamivir treatment and ICU mortality
compared with later treatment in critically ill patients with influenza pneumonia. Our approach aimed to
account for the biases present in previous observational studies.

Materials and methods

Study design

This was a retrospective analysis of prospectively collected data from subjects admitted to 184 ICUs in
Spain (>50% of the country’s ICUs) between June 2009 and April 2018. Data were obtained from a
nationwide registry created by the Spanish Society of Intensive and Critical Care Medicine and Coronary
Units (SEMICYUC). The information was recorded either by the attending physician or obtained by
reviewing clinical case notes, laboratory data and radiological records. All consecutive cases admitted to an
ICU who met the entry criteria were enrolled. The study was approved by the Ethics Committee of Joan
XXIII University Hospital (Tarragona, Spain) (approval 11809). All data were anonymised, allowing the
requirement for informed consent to be waived. The ICU admission criteria and treatment decisions were
not standardised between the centres, and were left to the discretion of the attending physicians in
accordance with the recommendations of the SEMICYUC [16].

Affiliations: 'Critical Care Dept, Hospital Universitari de Tarragona Joan XXlII, URV/IISPV/CIBERES,
Tarragona, Spain. 2Critical Care Dept, Hospital Universitario de Gran Canaria Dr Negrin, CIBERES, Las
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Subjects

The inclusion criteria were: patients admitted to an ICU with a severe acute respiratory infection [17],
acute respiratory failure, radiological findings consistent with pneumonia and microbiological confirmation
of influenza A or B by reverse transcription (RT)-PCR at ICU admission, and receipt of oseltamivir prior
to ICU admission. Nasopharyngeal swab specimens were collected at admission and lower respiratory tract
secretions were also obtained in intubated patients. The exclusion criteria were: children <15 years old,
patients with missing data (about antiviral therapy or the start of antiviral therapy, time from symptom
onset to hospital and ICU admission, or incomplete follow-up), patients without pneumonia and those
with an ICU length of stay <48 h.

Data collection

The following information was collected at and during ICU admission (supplementary table S1):
demographic data, comorbidities, time from illness onset to hospital admission, time to first dose of
antiviral delivery and dosage of oseltamivir, time from hospital admission to ICU admission,
complications during the ICU stay, and microbiological, laboratory and chest radiological findings. Illness
severity was determined with the Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II score,
which was calculated for all patients within the first 24 h of ICU admission. Organ failure was assessed
using the Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) score.

Study definitions

Two treatment groups were defined: 1) the early oseltamivir group (who received oseltamivir within 2 days
of symptom onset) and 2) the later oseltamivir group (who received oseltamivir after 2 days since
symptom onset).

Primary viral pneumonia was defined as acute respiratory failure and the presence of pulmonary infiltrates
on chest radiography in combination with a positive RT-PCR test result for influenza and negative
respiratory and blood bacterial cultures during the acute phase of infection [18]. Community-acquired
respiratory co-infection (CARC) or bacterial co-infection was defined as any infection diagnosed within
the first 2 days of hospitalisation by isolation of respiratory or blood cultures positive for bacteria/fungi
during ICU admission [19]. All remaining definitions are summarised in the supplementary material.

Outcomes

The primary outcome was to investigate the association between early oseltamivir treatment and ICU
mortality compared with later treatment. Secondary outcomes were to analyse: 1) factors associated with
later oseltamivir administration, 2) ICU length of stay in the two treatment groups and 3) duration of
mechanical ventilation in survivors in the two treatment groups.

Statistical analysis

Discrete variables are expressed as count (percentage), while continuous variables are presented as median
(interquartile range (IQR)). For the demographic and clinical characteristics, differences between the
groups were assessed with the Chi-squared test and Fisher’s exact test for categorical variables or the t-test
or Mann-Whitney U-test for continuous variables. Time zero of follow-up was ICU admission. To avoid
immortal time bias, we controlled for internal left-truncation in the data from patients who initiated
oseltamivir treatment after this time-point. Thus, all patients have initiated oseltamivir at time zero of the
follow-up. Data from patients with ICU length of stay <48 h were also left-truncated to ensure that the
effect of treatment exposure was guaranteed. A binary logistic regression was used to analyse the factors
associated with later oseltamivir initiation. In the unmatched cohort, a multiple logistic regression analysis
was performed to evaluate the association between early oseltamivir treatment and ICU mortality. The
results of these analyses are presented as the odds ratio with 95% confidence interval. Model integrity was
tested using standard diagnostic statistics, and plots and the goodness of fit for each model were assessed
for all outcomes with the Hosmer-Lemeshow test.

Propensity score matching was used to address confounding by indication when investigating treatment
effects [20, 21]. A 2:1 matched analysis without replacement and with a caliper of 0.2 was performed using
an optimal matching algorithm between patients in the early and later oseltamivir treatment groups using
estimated propensity scores. To predict the likelihood of treatment, we performed a multivariate logistic
regression analysis regularised by the lasso method that included all the covariates. For the matched set,
we used two types of survival models: a Cox proportional hazards model applied to a cause-specific
hazard (CSH) function and a competing risk analysis using a Fine-Gray model [22-24]. Models were
constructed for a 60-day follow-up. The CSH model considered ICU discharge as a censoring event,
allowing the interpretation of aetiological relationships between early oseltamivir use and patient
outcomes. The results are presented as the hazard ratio (HR) with 95% confidence interval. The competing
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risk analysis was performed by treating ICU mortality and discharge as competing events [13, 25]. The
Fine-Gray model calculates the probability of any event (death or discharge) at time ¢ based on the
assumption that no other event has occurred and, therefore, it can be used to predict events. This
procedure was performed using a subdistribution hazard function (subdistribution HR (sHR)). Cumulative
incidences were plotted for early versus later oseltamivir treatment and for both competing events. We
checked the proportional hazards assumption model and the proportionality of the subdistribution from
the Fine-Gray model. No violations were found.

Data analysis was performed with SPSS version 24 (IBM, Armonk, NY, USA), except for the survival
models, for which R version 3.6 (cran.r-project.org) was used.

Results
During the study period, 4175 patients were admitted to an ICU for severe influenza. Among them, 2124
met the inclusion criteria of this study (figure 1).

Baseline characteristics

The median (IQR) age of the cohort was 54 (43-65) years and 1299 (61.2%) were male. The most frequent
underlying chronic disease was obesity (n=675 (31.8%)), followed by chronic obstructive pulmonary
disease (COPD) (n=393 (18.5%)). The median (IQR) APACHE II and SOFA scores were 16 (11-21) and 6
(4-8), respectively. Regarding the influenza strain, influenza A(HIN1)pdm09 was the most frequently
isolated (n=1533 (72.2%)), followed by influenza A(H3N2) (n=336 (15.8%)) and influenza B (n=148
(79%)). The remaining strains (n=107 (5%)) were nontypeable influenza A. Only 308 (14.5%) patients in
the full cohort had been vaccinated against influenza.

All patients were diagnosed with influenza-related pneumonia, of whom 1586 (74.7%) had primary viral
pneumonia and 538 (25.3%) had CARC. The median (IQR) number of lobes showing pulmonary infiltrates
on chest radiographs was 2 (2-4). The rate of invasive mechanical ventilation was 59.1%, with 618 (29.1%)
patients receiving prone therapy. At ICU admission, septic shock was frequent (n=1157 (54.5%)) and 611
(28.7%) patients developed acute renal failure. All patients received oseltamivir before ICU admission
(supplementary figure S1) and early oseltamivir treatment was administered in 529 (24.9%) patients.

Factors associated with later oseltamivir initiation
Before the propensity score matching, a multivariate logistic regression analysis was performed in the
unmatched cohort to determine the factors associated with later antiviral therapy. The baseline

Critically ill influenza patients
(n=4175)

Excluded (n=2051):
Missing data on outcome-related variables (n=931):
Timing of antiviral treatment (n=191)
ICU mortality (n=211)
.| ICU length of stay (n=340)
Time from onset of symptoms to hospital
admission (n=189)
Without pneumonia (n=495)
Receiving oseltamivir after ICU admission (n=552)
ICU length of stay <2 days (n=73)

Critically ill patients with influenza
pneumonia included
(n=2124)

[

Propensity score matching

y y
Early oseltamivir treatment Later oseltamivir treatment
(n=529) (n=1595)

FIGURE 1 Study flowchart. ICU: intensive care unit. The early treatment group comprised patients who
received oseltamivir within the first 2 days of illness onset. The later treatment group comprised patients who
received oseltamivir after 2 days since illness onset.

https://doi.org/10.1183/2312054 1.00888-2020 4

168



Anexos |

RESPIRATORY INFECTIONS | G. MORENO ET AL.

demographic factors included in the model were age, immunosuppression, asthma, COPD, congestive
heart failure and obesity. The only variable associated with later oseltamivir treatment was obesity (OR
1.49, 95% CI 1.18-1.87; p=0.01) (supplementary table S2).

Mortality analysis

The overall ICU mortality rate was 21.3%. Despite the absence of significant differences, there was a trend
towards a lower mortality rate with early oseltamivir treatment compared with later treatment in the
subgroups based of age and severity of illness (except for those extremely ill with an APACHE II score
>30), as shown in supplementary figures S2 and S3. In the unmatched cohort, there were significant
differences between survivors and nonsurvivors (supplementary table S3). The multivariate logistic
regression analysis was adjusted for age, sex, APACHE II and SOFA scores, chronic kidney disease,
immunosuppression, pregnancy, number of pulmonary infiltrates, mechanical ventilation, acute renal
failure, septic shock, CARC, ventilator-associated pneumonia, oseltamivir treatment duration, and adjuvant
corticosteroid treatment. It revealed a significant association between early oseltamivir treatment and lower
ICU mortality compared with later treatment (OR 0.69, 95% CI 0.51-0.95; p=0.02) (figure 2).

Propensity score matching was performed by matching 529 patients in the early oseltamivir treatment
group with 1058 patients in the later oseltamivir treatment group. Table 1 shows the baseline
characteristics and complications at ICU admission of the unmatched and matched cohorts. The study
groups were well balanced in terms of demographic characteristics, severity of illness, comorbidities and
complications at ICU admission (table 1 and supplementary figure S4). The median time from hospital to
ICU admission was 1 day in both groups. However, this median time showed a statistically significant
difference between the groups, being longer in the early oseltamivir treatment group. The ICU mortality
rate was significantly different between the early and later oseltamivir treatment groups in the propensity
score-matched cohort (19.1% versus 24.6%; p=0.01). ICU length of stay and duration of mechanical
ventilation were both significantly reduced by early oseltamivir treatment compared with later treatment
(median (IQR) 8 (4-16) versus 10 (5-21) days and 5.7 (2.7-12) versus 8 (3-18) days, respectively).

The effect of early oseltamivir treatment on overall mortality was evaluated using the CSH model. There
was a significant difference in the 60-day mortality rate between the groups. A forest plot showing the
effects of different clinical variables included in the model (supplementary figure S5) demonstrated the

OR(95%CI)  p-value

Pregnancy — 0.55(0.34-0.89) 0.016
Early oseltamivir treatment —r— 0.69 (0.51-0.95)  0.022
Chronic kidney disease —_— 0.74(0.47-1.16)  0.19
Oseltamivir treatment duration —- 0.92 (0.89-0.95) <0.001
Male —— 0.98(0.72-1.34)  0.93
Age L 2 1.00(0.99-1.00) 0.98
Bacterial co-infection —— 1.00(0.75-1.35)  0.95
SOFA score —— 1.01(0.97-1.06)  0.51
APACHE Il score - 1.04 (1.02-1.06) <0.001
Number of pulmonary infiltrates - 1.20(1.07-1.34)  0.001
Corticosteroid treatment —— 1.81(1.40-2.35) <0.001
Ventilator-associated pneumonia — 2.02(1.35-3.02) 0.01
Shock —— 2.05(1.48-2.85) <0.001
Acute renal failure —— 2.07 (1.55-2.75) <0.001
Immunosuppression — 2.58 (1.83-3.63) <0.001
Mechanical ventilation ———&————— 4.06(2.26-7.29) <0.001
. y 1 T 7/
0 0.5 1 2 4 8

0dds ratio (95% Cl)

FIGURE 2 Multivariate logistic regression analysis for factors associated with intensive care unit mortality in the unmatched cohort. SOFA:
Sequential Organ Failure Assessment; APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation.
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TABLE 1 Baseline characteristics of the unmatched and propensity score-matched groups of patients*

Unmatched cohort Matched cohort
Early Later SMD p-value Early Later SMD p-value
oseltamivir oseltamivir oseltamivir oseltamivir
Demographic characteristics
Age years 57 (46-68) 52 (42-63) 0.2309 <0.001 57 (46-68) 56 (46-67) 0.0159 0.49
Male 325 (61.4) 974 (61.1) 0.92 325 (61.4) 657 (61.7) 0.84
Disease severity
APACHE Il score 16 (12-23) 15 (11-21) 0.1941 <0.001 16 (12-23) 17 (12-22) 0.0011 0.52
SOFA score 6 [4-9) 6 (4-8) 0.38 6 [4-9) 6 (4-8) 0.56
Pulmonary infiltrates —0.1931 <0.001 —0.0025 0.78
<2 328 (62.0) 780 (48.9) 328 (62.0) 647 (61.1)
>2 201 (38.0) 815 (51.1) 201 (38.0) 411 (38.9)
Disease timeframe
Time from symptom onset to hospital 2(1-2) 5 (3-6) <0.001 2(1-2) 4 (3-6) <0.001
admission days
Time from symptom onset to 2(1-2) 5 (4-7) <0.001 2(1-2) 5 (4-7) <0.001
oseltamivir initiation days
Time from hospital admission to ICU 1(1-2) 1(1-2) 0.002 1(1-2) 1(1-1) 0.04
admission days
Time from symptom onset to ICU 3 (2-4) 6 (5-8) <0.001 3 (2-4) 6 (4-8) <0.001
admission days
Laboratory data
White blood cell count x10° L™ 9.1 (4.7-13.7) 6.9 (3.9-11.2) <0.001 9.1(4.7-137) 7.4 (4.0-12.3) <0.001
Creatinine mg-mL~" 1(0.7-1.5) 0.9 (0.7-1.4) 0.05 1(0.7-1.5) 1 (0.7-1.6) 0.36
Urea mg-mL~" 45 (30-72) 41 (28-67) 0.33 45 (30-72) 48 (31-77) 0.13
Underlying conditions
Any comorbidity 401 (75.8) 1099 (68.9) 0.003 401 (75.8) 738 (69.7) 0.01
Asthma 62 (11.7) 103 (6.4) 0.1634 <0.001 62 (11.7) 100 (9.4) 0.0704 0.18
COPD 116 (21.9) 277 (18.1) 0.02 116 (21.9) 204 (19.3) 0.24
Congestive heart failure 81 (15.3) 148 (17.4) 0.1673 <0.001 81 (15.3) 138 (13.0) 0.0629 0.24
Chronic kidney disease 44 (8.3) 128 (8.0) 0.90 44 (8.3) 107 (10.1) 0.28
Haematological disease 49(9.3) 112(7.0) 0.1 49 (9.3) 101 (9.5) 0.92
Immunosuppression 89 (16.8) 174 (10.9)  0.1579 <0.001 89 (16.8) 160 (15.1)  0.0454 0.42
Obesity 132 (24.9) 543 (34.00  —0.2098 <0.001 132 (24.9) 261 (24.6) 0.0065 0.95
Pregnancy 54 (10.2) 182 (11.4) 0.49 54 (10.2) 131 (12.3) 0.23
HIV/AIDS 10(1.9) 40 (2.5) 0.52 10(1.9) 31(2.9) 0.28
Neuromuscular disease 15(2.8) 39 (2.5) 0.73 15(238) 23(2.1) 0.52
Autoimmune disease 17 (3.2) 65 (4.0) 0.44 17 (3.2) 51 (4.8) 0.17
Complications
Acute renal failure 154 (29.1) 457 (28.6) 0.88 154 (29.1) 358 (33.8) 0.06
Mechanical ventilation? 420 (79.4) 1289 (80.2) 0.51 420 (79.4) 869 (82.1) 0.21
Septic shock 294 (55.6) 863 (54.1) 0.59 294 (55.6) 608 (57.4) 0.50
Bacterial co-infection 144 (27.2) 394 (24.7) 0.27 144 (27.2) 308 (29.1) 0.46
Treatment
Oseltamivir treatment duration days 7 (5-10) 8 (6-10) <0.001 7 (5-10) 8(5-10) 0.02
Adjuvant corticosteroids 209 (39.5) 598 (37.5) 0.43 209 (39.5) 407 (38.4) 0.72
Antibiotic combination 439 (82.9) 1398 (87.6) 0.008 439 (82.9) 919 (86.8) 0.05
Outcomes
ICU length of stay days” 8 (4-16) 10 (5-21) <0.001 8 (4-16) 10 (5-21) <0.001
Duration of mechanical ventilation 5.7 (2.7-12) 7(2.3-16) <0.001 5.7 (2.7-12) 8(3-18) <0.001
days”™
ICU mortality 101 (19.1) 351 (22.0) 0.17 101 (19.1) 261 (24.6) 0.01

Data are presented as median [interquartile range] or n (%), unless otherwise stated. SMD: standardised mean difference; APACHE: Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; ICU:
intensive care unit. #: unmatched cohort n=2124 [early oseltamivir n=529; later oseltamivir n=1595) and matched cohort n=1587 [early
oseltamivir n=529; later oseltamivir n=1058); . noninvasive and invasive mechanical ventilation; *: only in survivors.

significant protective effect of early oseltamivir treatment (HR 0.77, 95% CI 0.61-0.99; p=0.03). A CSH
model for ICU discharge also showed beneficial effects of early oseltamivir treatment (HR 1.21, 95% CI
1.07-1.36; p=0.002) (supplementary figure S6). Additionally, we performed a competing risk analysis to
compare the probability of event with the probability of being discharged from hospital (figure 3 and
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n HR (95% Cl) p-value
1587 ? 1.00(0.99-1.01)  0.49463
982 + 1.03 (0.80-1.34)  0.81099
1587 ‘ 1.04 (1.02-1.06) <0.001
1587 L g 1.04(1.01-1.08)  0.01837
1587 L 2 1.00(1.00-1.00)  0.65273
512 —— 1.62(1.28-2.07) <0.001
1289 <+ 4.16(2.29-7.54) <0.001
114 — 1.19(0.84-1.70)  0.33475
902 —— 2.34(1.72-3.18) <0.001
1139 —— 0.89 (0.64-1.23)  0.48486
162 —_—t 1.20(0.79-1.84)  0.39209
320 — 1.01(0.76-1.35)  0.92653
219 —— 0.99(0.72-1.36)  0.95874
151 — T 0.84 (0.60-1.17)  0.29961
150 . a— 1.40 (0.97-2.02)  0.07350
185 — ¢ —— 0.56 (0.36-0.87)  0.00904
393 — 0.91(0.70-1.20)  0.52233

41 s 2 1.67 (1.00-2.80)  0.04969
38 > 1.181(0.61-2.27)  0.62944
253 — 1.16 (0.88-1.51)  0.28581

68 4 0.82 (0.48-1.41)  0.47718
249 —_—— 1.73(1.25-2.39)  <0.001

452 — 0.84(0.66-1.06)  0.13491
616 —r— 1.67 (1.33-2.08)  <0.001
1587 * 0.89 (0.86-0.92)  <0.001

529 , — , : 0.67 (0.53-0.85)  <0.001

0.5 1 2 5

Hazard ratio (95% CI)

FIGURE 3 Forest plot of the competing risks analysis for the association of early oseltamivir treatment and 60-day intensive care unit mortality.
APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; WBC: white blood cell; COPD: chronic

obstructive pulmonary disease.

supplementary figure S7). Models were adjusted for age, sex, APACHE II and SOFA scores, white blood
cell count, acute renal failure, mechanical ventilation, nosocomial influenza, septic shock, presence of any
comorbidity, asthma, COPD, congestive heart failure, chronic kidney disease, haematological disease,
pregnancy, obesity, HIV/AIDS, neuromuscular disease, pulmonary infiltrates (more than two lobes
involved), autoimmune disease, immunosuppression, bacterial co-infection, adjuvant corticosteroids, and
oseltamivir treatment duration. The predicted survival curves showed that early oseltamivir treatment was
associated with a significantly lower probability of ICU mortality (sHR 0.67, 95% CI 0.53-0.85; p<0.001)
and a higher probability of ICU discharge (sHR 1.28, 95% CI 1.13-1.44; p<0.001) compared with later
treatment (figure 4).

Discussion

Early oseltamivir treatment in critically ill adults with influenza pneumonia was significantly associated
with a reduction of 33% in ICU mortality compared with later treatment. This association was evident in a
large, broadly representative sample of critically ill patients with pandemic and seasonal influenza after
adjusting for disease severity and controlling for confounders and other time biases. Furthermore, the
effect was consistently seen across a broad range of analytical approaches, adding substantial robustness to
the overall findings.
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FIGURE 4 Survival plots of 60-day intensive care unit (ICU) mortality rates from the competing risk analysis
between the early and later oseltamivir treatment groups: a) predicted cumulative incidence of ICU mortality
for both treatment groups and b) predicted cumulative incidence of being discharged alive from the ICU. sHR:
subdistribution hazard ratio. sHRs are adjusted for age, sex, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
Il scores, Sequential Organ Failure Assessment scores, white blood cell count, acute renal failure,
mechanical ventilation, nosocomial influenza, septic shock, presence of any comorbidity, asthma, chronic
obstructive pulmonary disease, congestive heart failure, chronic kidney disease, haematological disease,
pregnancy, obesity, HIV/AIDS, neuromuscular disease, pulmonary infiltrates (more than two lobes involved),
autoimmune disease, immunosuppression, bacterial co-infection, adjuvant corticosteroids, and oseltamivir
treatment duration.

Our findings are consistent with those of several observational studies on the effectiveness of NAls
published since the influenza A(HIN1)pdm09 pandemic [3, 9, 26, 27]. Ltk et al. [28] reported that NAI
treatment (predominantly oseltamivir) was independently associated with survival in hospitalised patients
(with a low proportion of critically ill patients), with the highest benefit observed when treatment was
started within the first 2 days of illness onset (HR 0.20, 95% CI 0.12-0.32). However, there was also
benefit with treatment within 3-5 days compared with no treatment. This observation was made after
carefully controlling for confounding factors and immortal time bias. MutHurt et al. [12] performed a
large meta-analysis of individual participant data which included 5103 adults with influenza A(HIN1)
pdm09 admitted to an ICU. They found a reduction in mortality of 38% in those receiving early NAI
compared with those receiving treatment later. Despite controlling for potential biases related to the
timing of therapy and death, the study has been widely criticised due to the high risk of selection biases,
possible confounding by indication, and possible immortal time bias [13, 14].

Most previous studies have focused only on influenza A(HINI)pdmo09. Recently, Lymras et al. [29]
published data from 1330 adults in ICUs with severe influenza. They observed a 30% reduction in
mortality with early oseltamivir treatment compared with later therapy among patients with influenza A
(H3N2), although this benefit was not found in patients with influenza B or A(HIN1), suggesting that the
effectiveness of oseltamivir may vary between influenza viral strains. However, the authors did not adjust
for baseline severity (e.g. APACHE II or SOFA scores), which is important for predicting mortality. In
addition to using mechanically ventilated patients as a marker of severity, it is very important to adjust for
severity given that patients can develop pneumonia, ARDS, septic shock and multiorgan failure [30]. In
our study, after accounting for this severity and other confounding factors with propensity score matching,
we observed a clear association between early oseltamivir therapy and lower ICU mortality for the different
virus strains, predominantly influenza A(HIN1)pdmo09. It is noteworthy that the mortality rate in the
study of Lytras et al. [29] was 46% compared with the ICU mortality rate of 21.3% in our study.
Moreover, Lytras et al. [29] did not mention any possible complications during the ICU stay that could
explain the high mortality rate. This might be the reason for the differences with our results regarding the
usefulness of early oseltamivir treatment for the different types of influenza strains. Data from the
FluSurv-NET indicated that influenza A and B resulted in similar morbidity and mortality rates among
hospitalised patients; therefore, therapeutic intervention should not be influenced by the type of influenza
virus [31].

Early oseltamivir treatment appeared to be beneficial in our study, based on multiple analytical
approaches. This suggests that patients with severe influenza pneumonia should be treated immediately
based on dlinical suspicion during influenza epidemics, without waiting for a diagnostic confirmation. This
is in line with current guidance and expert reviews that recommend starting treatment as soon as possible
[4, 7, 8, 16]. Even in the cases of delayed hospital admission, oseltamivir should be initiated promptly
because viral shedding may be prolonged in severe or potentially fatal cases [32-34]. This was observed by
Mumhurt et al. [12], who reported that mortality was reduced in ICU patients when treatment was
commenced late (versus no treatment). Moreover, virological studies have found a strong correlation
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between viral replication, dlinical symptoms and disease severity [35]. Despite these recommendations, the
rate of early antiviral treatment remains low, ranging from 17% to 33.7% in previous reports [9, 12, 29, 36,
37]. Indeed, when influenza is circulating in the community, it is suggested that early NAI treatment
should be emphasised for outpatients who are at risk or present with severe disease, while hospitalised
patients should be treated promptly without waiting for influenza test results [38, 39]. Some studies have
suggested that the delayed initiation of antiviral therapy may contribute to increased illness severity and
worse clinical outcomes [36, 40]. Early NAI therapy has been associated with a substantially decreased
length of hospital stay [37, 41]. We also observed this in our study, as early oseltamivir treatment was
associated with an increased probability of being discharged alive from the ICU and shorter durations of
mechanical ventilation and ICU stays.

We noted that obesity was the only variable independently associated with the later initiation of
oseltamivir treatment. Although critically ill obese patients might not have increased mortality, there may
be an association between obesity and a higher consumption of ICU resources [42]. Thus, oseltamivir
treatment should be immediately started based on a clinical suspicion of influenza in patients at risk of
developing complications without waiting for virological confirmation, especially in obese patients who are
at risk of receiving antiviral treatment later.

This is one of the largest observational studies of critically ill patients with both pandemic and seasonal
influenza pneumonia. We evaluated the effectiveness of early oseltamivir treatment by carefully controlling
for important confounders by propensity score matching, as well as for immortal time bias and competing
risks. The study was also performed in multiple centres that provided data about influenza type and time
from symptom onset to treatment. Therefore, this study improves on previous investigations by addressing
the issues of those earlier studies.

However, we must acknowledge some limitations of our study. First, we did not review the duration of
viral shedding or the appearance of drug-resistant viral strains in the groups. Fortunately, the incidence of
oseltamivir resistance has remained low since the emergence of influenza A(HINI1)pdmo09 [5].
Nevertheless, antiviral resistance should be an area for concern and must be considered in patients with
immunosuppression or severe disease. Second, we did not collect data on oseltamivir side-effects or
adjustment for patients with kidney failure and/or kidney replacement therapy. Oseltamivir is generally
well tolerated, with the most common side-effects being gastrointestinal (e.g. nausea and vomiting).
Evidence also suggests that drug clearance is significantly reduced in patients receiving kidney replacement
therapy, necessitating dose adjustments. Third, the high number of excluded patients can result in attrition
bias. However, there were no clinically relevant differences between the included and excluded patients in
terms of age, illness severity and comorbidities. Fourth, despite effectively addressing several known
potential biases, the nature of the observational study design meant that residual confounding and bias
could have remained. However, the propensity score matching analysis should have balanced the
population and observed confounders, and should have yielded the best evidence to date for physicians in
the absence of firm data from RCTs.

In conclusion, among critically ill adults with influenza pneumonia, early oseltamivir therapy compared
with later treatment was associated with improved survival rates and a considerable reduction in the use of
healthcare resources, as evidenced by the reduced durations of both mechanical ventilation and ICU stay.
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Abstract

Background: Some unanswered questions persist regarding the effectiveness of corticosteroids for severe coro-
navirus disease 2019 (COVID-19) patients. We aimed to assess the clinical effect of corticosteroids on intensive care
unit (ICU) mortality among mechanically ventilated COVID-19-associated acute respiratory distress syndrome (ARDS)
patients.

Methods: This was a retrospective study of prospectively collected data conducted in 70 ICUs (68 Spanish, one
Andorran, one Irish), including mechanically ventilated COVID-19-associated ARDS patients admitted between Febru-
ary 6 and September 20, 2020. Individuals who received corticosteroids for refractory shock were excluded. Patients
exposed to corticosteroids at admission were matched with patients without corticosteroids through propensity
score matching. Primary outcome was all-cause ICU mortality. Secondary outcomes were to compare in-hospital mor-
tality, ventilator-free days at 28 days, respiratory superinfection and length of stay between patients with corticoster-
oids and those without corticosteroids. We performed survival analysis accounting for competing risks and subgroup
sensitivity analysis.

Results: We included 1835 mechanically ventilated COVID-19-associated ARDS, of whom 1117 (60.9%) received corti-
costeroids. After propensity score matching, ICU mortality did not differ between patients treated with corticosteroids
and untreated patients (33.8% vs. 30.9%; p =0.28). In survival analysis, corticosteroid treatment at ICU admission was
associated with short-term survival benefit (HR 0.53; 95% ClI 0.39-0.72), although beyond the 17th day of admission,
this effect switched and there was an increased ICU mortality (long-term HR 1.68; 95% Cl 1.16-2.45). The sensitivity
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Invasive mechanical ventilation

analysis reinforced the results. Subgroups of age <60 years, severe ARDS and corticosteroids plus tocilizumab could
have greatest benefit from corticosteroids as short-term decreased ICU mortality without long-term negative effects
were observed. Larger length of stay was observed with corticosteroids among non-survivors both in the ICU and in
hospital. There were no significant differences for the remaining secondary outcomes.

Conclusions: Our results suggest that corticosteroid treatment for mechanically ventilated COVID-19-associated
ARDS had a biphasic time-dependent effect on ICU mortality. Specific subgroups showed clear effect on improving
survival with corticosteroid use. Therefore, further research is required to identify treatment-responsive subgroups
among the mechanically ventilated COVID-19-associated ARDS patients.

Keywords: Corticosteroids, COVID-19-associated acute respiratory distress syndrome, Intensive care unit, Mortality,

Background

It has been more than a year since the devastating severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
outbreak occurred, which emerged in Wuhan (China)
on December 2019, and the global health issue is still a
concern to resolve. As of July 2021, the World Health
Organization reported more than 180 million cases and
four million deaths worldwide due to coronavirus dis-
ease 2019 (COVID-19) [1]. The clinical presentation
ranges from asymptomatic or mild-to-severe pneumonia
in which the most critical cases develop life-threatening
acute respiratory distress syndrome (ARDS), requiring
admission to the intensive care unit (ICU) with high rates
of invasive mechanical ventilation and mortality [2].

Worldwide, corticosteroids have become the standard
of care (SOC) for severe COVID-19 patients, especially
in mechanically ventilated patients since the results of the
RECOVERY trial [3] and the subsequent meta-analysis
[4] from seven randomized clinical trials (RCTs) revealed
a reduction in 28-day mortality. However, several ques-
tions remain unanswered regarding the effectiveness of
corticosteroids [5, 6]. It is unclear if there are particular
subsets of COVID-19 patients under mechanical venti-
lation with different severity of illness or ARDS degree
in whom corticosteroids perhaps had less pronounced
effect and caution in the use of corticosteroids should be
exercised. Clinical effectiveness of corticosteroid treat-
ment in COVID-19 patients with ARDS is still limited
and conflicted by the results from some meta-analysis (7,
8] and observational data [9-11].

We hypothesize that corticosteroid use may have to be
individualized for corticosteroid-responsiveness COVID-
19-associated ARDS patients, recognizing patient hetero-
geneity according to patient characteristics, severity of
the disease, timing of the illness and other complications
that occur during mechanical ventilation. Therefore, the
aim of this study was to determine the association of cor-
ticosteroid treatment and ICU mortality among mechan-
ically ventilated COVID-19-associated ARDS patients.

Methods

Study design and participants

This was a retrospective analysis of prospectively col-
lected data of consecutive subjects admitted to 70 ICUs
(68 Spanish, one Andorran, and one Irish) from Febru-
ary 6 to September 20, 2020. Data were collected through
a registry created by the Spanish Society of Intensive
Care Medicine and Coronary Units (SEMICYUC). Data
were recorded using a case report form which included
all information gathered from medical records, radio-
logic findings, and laboratory results during ICU admis-
sion. All data were de-identified, allowing the waiver of
informed consent. The study was approved by the Eth-
ics Committee board of Joan XXIII University Hospital
(IRB# CEIM/066/2020). The study was registered in Clin-
calTrials.gov (NCT04948242) and followed the Strobe
guidelines (see Additional file 1: Table S1). The end of
follow-up was completed when patients were discharged
alive or deceased in ICU.

Consecutive patients older than 16 years of age were
eligible for participation if admitted to one of the par-
ticipating ICUs and had received invasive mechanical
ventilation for COVID-19 within the first day of ICU
admission (Additional file 1: Fig. S1). A COVID-19 diag-
nosis had to be confirmed by a positive reverse tran-
scriptase-polymerase chain reaction for SARS-CoV-2
from upper or lower respiratory tract samples [12]. The
diagnosis of ARDS was fulfilled if patients had acute tim-
ing of respiratory failure within a week due to viral pneu-
monia and bilateral opacities on chest imaging not fully
explained by cardiac failure or overload according the
Berlin definition [13]. The severity of ARDS was classi-
fied as mild, moderate and severe accordingly with par-
tial pressure of oxygen in arterial blood to fraction of
inspired oxygen (PaO,/FiO,) ratio of <300 to 200, <200
to 100, and <100 mmHg with levels of positive end-
expiratory pressure (PEEP) =5 cmH,0, respectively.

For the current analysis, we excluded patients with: (1)
ICU length of stay less than 2 days, and (2) corticosteroid
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use for confounding factors (patients with corticosteroids
for refractory shock).

Data collection

Extracted data included demographic characteristics,
comorbidities, time course of illness, treatments, labora-
tory, microbiologic and radiological findings, ventilatory
parameters on day one of ICU admission, complica-
tions during ICU stay, and outcomes (Additional file 1:
Table S2). Type of corticosteroid and duration of treat-
ment were also recorded. Illness severity was determined
with the Acute Physiology and Chronic Health Evalua-
tion (APACHE) II score calculated at 24 h of ICU admis-
sion and organ failure was assessed using the Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA) score at ICU admis-
sion. Ventilatory management strategies were not stand-
ardized between centres and were left to the discretion
of the attending clinician and based on SEMICYUC and
National Ministry of Health recommendations, sup-
ported by international guidelines [14].

Corticosteroid treatment was defined as the admin-
istration of systemic corticosteroids within the first day
of ICU admission, prescribed as adjuvant treatment for
pneumonia. Patients who started corticosteroids within
the 2 days before ICU admission were also considered
exposed. Most patients were admitted during the first
wave of the pandemic when corticosteroids were not
SOC yet for severe COVID-19 patients, reason that
explained why almost 40% of patients did not receive
corticosteroids (Additional file 1: Fig. S2). Therefore, the
decision to prescribe corticosteroids at ICU admission
was based on the criteria of the attending physician based
on clinical markers as well as arterial blood gas meas-
urements. Ventilator-associated pneumonia (VAP) was
diagnosed as the microbiologic confirmed pneumonia
developed in ICU patients who have been mechanically
ventilated for at least 48 h [15]. The remaining definitions
are summarized in Additional file 1.

Outcomes

The primary outcome was all-cause ICU mortality. Sec-
ondary outcomes were in-hospital mortality, ventila-
tor-free days at 28 days, respiratory superinfection, and
length of stay (LOS) between patients with corticoster-
oids compared with those without corticosteroids.

Statistical analysis

No statistical sample size calculation was performed and
sample size was equal to the number of patients admit-
ted to the participating ICUs during the study period.
Discrete variables were expressed as counts (percent-
ages), while continuous variables were expressed as
medians with interquartile ranges (IQR). For baselines
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characteristics, differences between groups were assessed
using Chi-squared and Fisher’s exact tests for categori-
cal variables or the Mann—Whitney U test for continu-
ous variables. Significant differences were considered if p
values were <0.05 for a two-tailed test. Missing data were
handled with multiple imputation by chained equations
(Additional file 1: Table S3). All patients in the corticos-
teroid group initiated the treatment within the first day
of ICU stay at the latest. Time zero of follow-up was ICU
admission, but we discarded all patients censored within
48 h of ICU admission to avoid immortal time bias. Pro-
pensity score through Genetic matching algorithm was
used to reduce treatment selection bias and balance the
covariance matrix for both groups [16]. The matching
was 1:1 with replacement and ties, and without calipers.
Variables selected for the inclusion into the matching
model were those baseline variables related to the out-
come [17]. Those variables covered demographic char-
acteristics and comorbidities, disease severity, laboratory
data, organ failures and potential treatments affecting
the survival (tocilizumab). Logistic regression analysis
was performed to investigate the association of corticos-
teroids and ICU mortality in the matched cohort. These
results were presented as odds ratios (OR) and 95% confi-
dence intervals (CI). As a complementary analysis to the
main outcome, we conducted a survival analysis to inves-
tigate whether survival times were related to covariates,
and estimating the effect size of a corticosteroid treat-
ment after adjusting for potential confounders. Owing
to the fact that being discharged alive has been identified
as a competitive event for ICU mortality [18], the sur-
vival analysis with Cox regression was performed using
a competing risks analysis through a cause-specific haz-
ard model [19, 20]. A competing risk (discharged alive) is
an event whose occurrence precludes the occurrence of
the primary event of interest (ICU mortality). In survival
analysis in which competing risks are present, censoring
patients who have been discharge alive may be mislead-
ing as it may violate the assumption of non-informative
censoring. Thus, for etiological research the proportional
cause-specific hazard model is a suitable method in case
of competing risks analysis. In such case, the Cox regres-
sion analysis is applied for each of the specific types of
events (both ICU mortality and discharged alive) and it
directly quantify the estimates hazard ratios among sub-
jects who are actually at risk of developing the event of
interest.

When the Cox model was accomplished, the pro-
portional hazards assumption was strongly violated
for corticosteroids (Additional file 1: Fig. S3). Propor-
tional hazards may not hold over the entire time axis,
but may hold approximately over shorter time periods.
The effect of a time-varying covariate (corticosteroid
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treatment) becomes stronger or weaker over time,
which can be explored via stratification by time. There-
fore, we carried out a time-dependent Cox regression
using a step function to deal with non-proportional
hazards. The step function consisted in a partition-
ing of the time axis dividing the follow-up into shorter
time periods, hence the proportional hazard assump-
tion was met within each interval of the partition [21].
We established to divide the study time frame in two
intervals (at 17th of follow-up) when the proportional
hazards assumption was met. The rationale behind the
17-day-step term was based on the pronounced change
of case-fatality rates according with both the life-tables
and the survival curves in this timeframe. With this
methodology, we modelled the effect of corticosteroids
on mortality in two ranges: the short and long-term.
The results of time-to-event data were expressed as
hazard ratios (HR) and 95% CI.

Prespecified subgroup sensitivity analysis with explora-
tory nature was performed with propensity score match-
ing for each study subgroup to evaluate whether the
observed effect of corticosteroids on ICU mortality was
consistent across subgroups, and to assess the robustness
of our findings. ICU mortality was investigated either
by comparing proportions in the matched subsets and
survival analysis with cause-specific hazard model. Sub-
groups were based on previous research as well as clini-
cal relevance and categorized as: age (<60, = 60), severity
of ARDS (mild, moderate and severe), and time since
the symptom onset to the initiation of corticosteroids
(<7 days, =7 days). We also evaluated the subgroups of
corticosteroid treatment duration (<7 days, =7 days) and
tocilizumab (yes, no) as post hoc analysis. To account for
multiplicity and avoid the potential inflation of the type I
error rate as a result of multiple testing in the subgroup
analysis, we used the Benjamini—Hochberg method for
controlling the false discovery rate.

Ventilator-free days at 28 days were calculated as the
number of days alive and free from mechanical ventila-
tion for at least 48 h without reintubation (successful lib-
eration) in patients who have survived 28 days after ICU
admission, and for patients ventilated 28 days or more, or
who died before 28 days (irrespective of ventilated sta-
tus), the number of ventilator-free days was recorded at
zero. Results are expressed as means and standard devia-
tion (SD) and with a competing risks analysis using the
Fine and Gray model [22].

Centre eftect for ICU mortality was investigated by
multilevel logistic regression analysis through a con-
ditional random intercept model using inter-hospital
variation as a random-effects variable. Regression coef-
ficients were summarized as the variance with standard
deviation (SD) and the interclass correlation coefficient
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(ICC). Data analysis were done with SPSS version 24
(IBM Corp. Armonk, NY, USA) and R v.3.6 (cran.r-pro-
ject.org).

Results

Between February 6 and September 20, 2020, data from
2516 critically ill COVID-19 patients were collected. We
included 1835 mechanically ventilated COVID-19-as-
sociated ARDS patients in this analysis, of whom 1117
(60.9%) received corticosteroid treatment (Fig. 1).

Demographics and characteristics
The median age was 65 years (IQR 56-72) and 1290
(70.3%) were male. The median baseline APACHE II
and SOFA scores were 15 (IQR 11-19) and 6 (IQR 4-8),
respectively. The median time from symptom onset to
COVID-19 diagnosis was 6 (IQR 4-8) days and the time
from hospital to ICU admission was 2 (IQR 0-4) days.
Almost three out of four (n=1361; 74.2%) patients had
at least one comorbidity. The most frequent underlying
condition was hypertension (n==852; 46.4%). All patients
were intubated for acute respiratory failure, after the
failure of conventional oxygen therapy (n=278, 15.1%),
high-flow nasal cannula (n=260; 14.2%), or non-invasive
mechanical ventilation (n=64; 3.5%), while the remain-
ing (n=1234; 67.2%) needed invasive mechanical ventila-
tion as the first line respiratory support due to promptly
failure of the initial oxygen therapy. Within the first day of
ICU admission, 476 (25.9%) were classified as mild, 933
(50.8%) as moderate, and 426 (23.2%) as severe ARDS,
respectively (Additional file 1: Table S4). Patients were
profoundly hypoxaemic with a median value of PaO,/
FiO, of 141 (IQR 98-188) mmHg and prone position was
frequently used (n=1186; 64.6%). Lung-protective venti-
lation was widely implemented, with tidal volume of 6.5
(IQR 6-7) ml/kg/predicted body weight, moderate levels
of PEEP (median 12 [IQR 10-14] cmH,0), and targeted
plateau pressures (median 25 [IQR 22-29] cmH,0).
After propensity score matching, 1117 patients with
corticosteroid treatment and 463 patients without cor-
ticosteroids were matched (Table 1). Several covariates
were well balanced between groups and the summaries
of balanced data of variables included into the match-
ing model are shown in Additional file 1: Fig. S4. The
matched cohort was appropriately well-adjusted in terms
of demographic characteristics, illness severity, comor-
bidities (such as cardiovascular risk factors and immuno-
suppression status), time course of the disease, laboratory
data, complications at admission (such as organ failures,
myocardial dysfunction and co-infection) as well as in
co-adjuvant treatments.
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2,516 individuals with COVID-19 admitted to ICU

v

217 not eligible for ICU length of stay less than

two days

v

2,299 assessed for eligibility

\J

464 excluded
106 received corticosteroids for refractory shock
358 without invasive mechanical ventilation

A

1,835 patients included in the study

Fig. 1 Study flowchart
-

Details in corticosteroid use

Among patients treated with corticosteroids, meth-
ylprednisolone was the most frequently administered
(n=856/1117, 76.6%), followed by dexamethasone
(n=247/1117, 22.1%). The time from onset of symptoms
to corticosteroids initiation was 9 (IQR 7-12) days. The
duration of treatment with methylprednisolone was 5
(IQR 3-10) days, whereas dexamethasone treatment was
10 (IQR 5-10) days (Table 2). In the multivariable analy-
sis, factors independently associated with corticoster-
oid use were severe ARDS (OR 1.29; 95% CI 1.00-1.65;
p=0.04) and tocilizumab therapy (OR 1.88; 95% CI 1.50—
2.35; p<0.001; Additional file 1: Table S5). The rate of co-
adjuvant therapies was similar between groups, except
for lopinavir plus ritonavir and interferon which were

more used in the No corticosteroid group (Additional
file 1: Table S6).

Mortality analysis

Overall, ICU mortality was 33.5% (n=615/1835). In
the multilevel logistic regression, no centre effect was
observed for ICU mortality as between-centre variabil-
ity was negligible (inter-hospital variance 0.17, SD+0.41,
ICC 0.05). In the matched cohort, the ICU mortality did
not differ between groups (corticosteroids n=378/1117
[33.8%] vs. no corticosteroids n=143/463 [30.9%];
p=0.28). After adjusting for confounding factors (Addi-
tional file 1: Table S7), corticosteroid treatment was

not independently associated with ICU mortality in the
matched cohort (OR 1.26, 95% CI 0.96-1.65; p=0.09;
Additional file 1: Table S8).

To evaluate the ICU mortality over time, a survival
analysis was performed though the cause-specific haz-
ard model using the step function. After adjusting for
several confounding factors (Fig. 2), the time-dependent
Cox regression showed that corticosteroids were associ-
ated with decreased ICU mortality (short-term HR 0.53;
95% CI 0.39-0.72; p<0.001) within the 17th day of ICU
admission but, beyond this timeframe the effect switched
and corticosteroids were associated with increased ICU
mortality thereafter (long-term HR 1.68; 95% CI 1.16—
2.45; p=0.01; Fig. 3). The Cox model for the competitive
event (ICU discharged alive) is shown in the Additional
file 1: Fig. S5.

The sensitivity subgroup analysis with comparison of
proportions of ICU mortality yielded similar finding as
in the primary analysis, without finding significant dif-
ferences between mortality rates across all the subgroups
(Additional file 1: Table S9). In the survival analysis of
subgroups, the time-dependent effect of corticoster-
oid treatment was also observed among the subgroups
in the sensitivity analysis (Fig. 4 and Additional file 1:
Table S10). Nonetheless, corticosteroids were associ-
ated with short-term survival benefit without long-term
negative eftects in subgroups of age <60 years and severe
ARDS, whereas no survival effects were found in mild
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Table 1 Baseline characteristics of groups according to corticosteroid treatment before and after propensity score matching

Unmatched cohort (n =1835)

Matched cohort (n=1580)

Corticosteroids No Smd Pvalue Corticosteroids No Smd Pvalue
(n=1117) corticosteroids (n=1117) corticosteroids
(n=718) (n=463)
Demographic characteristics

Age (years) 64 [57-71] 65 [55-72] —0.03 031 64[57-71] 66 [57-72] —006 033

Gender 004 044 005 038
Male 793 (7196) 497 (69.2%) 793 (71%) 339 (73.2%)

Female 324 (2996) 221 (30.8%) 324 (29%) 124 (26.8%)
BMI (kg/ m?) 28[26-31] 28 [26-31] 0.02 045 28[26-31] 28[26-31] 003 082
Time course of disease (days)

Diagnosis gap® 6[4-8] 6[4-8] 078 62[4-8] 65 [5-8] 033

Hospital gap® 7 [5-8] 6[4-8] 006 009 7[5-8] 62 [5-8] 005 037

ICU gap® 2 [0-4] 1[0-3] 0.06 002 2[04] 1[0-3] 014 0N

Comorbidities

Any comorbidity 825 (73.9%) 536 (74.6%) —0.02 074 825(73.9%) 339 (73.2%) 001 084

Hypertension 512 (45.8%) 340 (47.3%) —003 055 512(458%) 213 (46%) —001 099
Prior ACE inhibitors 173 (15.5%) 128 (17.8%) 020 173(155%) 87 (18.8%) 0.12
Prior ARBs 201 (18%) 126 (17.5%) 085 201 (18%) 68 (14.8%) 013

Diabetes mellitus 236 (21.1%) 143 (20%) 0.03 057 236(21.1%) 85 (18.4%) 006 025

Dyslipidaemia 120 (10.7%) 68 (9.5%) 004 042 120(10.7%) 40 (8.7%) 006 027

Ischaemic heart 73 (6.5%) 49 (6.8%) —001 088 73 (6.5%) 25 (5.5%) 004 049

disease

Asthma 80 (7.2%) 41 (5.7%) 0.06 025 80(7.2%) 28 (6%) 004 047

COPD 79 (7.1%) 61 (8.5%) —005 030 79(7.1%) 25 (5.4%) 006 077

Chronic kidney 46 (4.1%) 31(4.3%) —001 092 46(4.1%) 15 (3.2%) 004 048

disease

Immunosuppression 40 (3.6%) 24 (3.3%) 0.01 088 40(3.6%) 15(3.3%) 001 090

Haematological 34 (3%) 33 (4.6%) —0.09 010 34(3%) 14 (3%) 001 099

disease

Autoimmune disease 47 (4.2%) 30 (4.2%) 0.01 099 47 (4.2%) 17 (3.7%) 002 078

Neuromuscular 9(0.8%) 9(1.29%) —005 047 9(08%) 4 (0.8%) 0 099

disease

Hypothyroidism 32 (2.8%) 25 (3.5%) —004 054 32(28%) 8 (1.6%) 007 020

Disease severity

APACHE Il score 15[11-18] 15[11-19] —0.07 051 15[11-18] 15[11-18] 003 087

SOFA score 6[4-8] 6[4-8] —004 074 6[4-8] 6 [4-8] 004 049

Pulmonary infiltrates 002 078 007 020
<2 355 (31.8%) 223 (31.1%) 355 (31.8%) 131 (28.4%)
>2 762 (68.2%) 495 (68.9%) 762 (68.2%) 332 (71.6%)

ARDS 0.005 022
Milg¢ 267 (23.9%) 209 (29.1%) —-0.12 266 (23.8%) 110 (23.8%) 0
Moderate® 566 (50.7%) 367 (51.1%) —001 566 (50.7%) 253 (54.6%) —008
Severe' 284 (25.4%) 142 (19.8%) 0.13 285 (25.5%) 100 (21.6%) 0.09

Laboratory data

C-reactive protein 159[9.1-246] 17.1[10.1-248] —-009 009 16[9.0-243] 174[103-247] —006 0.1

(mg/dl)

Procalcitonin (ng/ml) 03 [0.2-08] 0.3[0.2-09] —005 022 03[02-08] 03[0.2-0.7] 006 028

D-dimer (ng/ml) 1810 [790-4845] 1600 [742-4193] 0.09 003 1801 [790-4817] 1650 [774-4237] 013 024

Complications
Shock 545 (48.8%) 370 (51.5%) —005 027 545 (48.8%) 242 (52.2%) —007 024
Acute kidney injury 001 081
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Unmatched cohort (n=1835)

Matched cohort (n=1580)

Corticosteroids No Smd Pvalue Corticosteroids No Smd Pvalue
(n=1117) corticosteroids (n=1117) corticosteroids
(n=718) (n=463)
RIFLEI 94 (8.4%) 84 (11.7%) —012 94 (8.4%) 38 (8.2%) 001
RIFLEI 81 (7.3%) 67 (9.3%) —0.08 81 (7.3%) 31 (6.6%) 0.02
RIFLE N 147 (13.2%) 101 (14.19%) —003 147 (13.2%) 54 (11.7%) 004
Myocardial dysfunc- 89 (7.8%) 91 (12.7%) —0.17 0.001 89 (7.8%) 37 (8.1%%) —001 099
tion
Bacterial co-infection 128 (11.4%) 74 (10.3%) 048 128(11.4%) 49 (10.6%) 067
Treatments
Remdesivir 24 (2.2%) 19 (2.7%) 059  24(2.2%) 12 (2.6%) 0.72
Tocilizumab 392 (35.1%) 156 (21.7%) 028 <0.001 392(35.1%) 147 (31.7%) 007 021
Data are presented as numbers (%) or medians [interquartile range]. Smd < 0.01 are expressed as 0.01

Smd standardized mean differences, BMI body mass index, ICU intensive care unit, ACE angiotensin-converting enzyme, ARBs angiotensin receptor blockers, COPD
chronic obstructive pulmonary disease, APACHE Acute Physiology And Chronic Health Evaluation, SOFA Sequential Organ Failure Assessment, ARDS acute respiratory

distress syndrome, RIFLE criteria Risk, Injury, Failure, Loss, End stage

2 Diagnosis gap means the time from disease onset to the confirmation of the diagnosis of SARS-CoV-2 infection

® Hospital gap means the time from disease onset to hospital admission
€ICU gap means the time from hospital to ICU admission

9 Classified as the worst value of Pa0,/FiO, ratio < 300 within the first day of ICU admission
€ Classified as the worst value of Pa0,/FiO, between 200 and 300 within the first day of ICU admission

" Classified as the worst value of Pa0,/Fi0, < 100 within the first day of ICU admission

ARDS (Additional file 1: Fig. S6). We further investigate
the association of corticosteroids with mortality accord-
ing with the duration of treatment (post hoc subgroup
analysis in Additional file 1: Fig. S7). With shorter course
of treatment (<7 days), no survival effects were found in
short-term, but associated with increased ICU mortal-
ity in long-term. When corticosteroid treatment lasted
7 days or longer, time-dependent effects were also found
as in the main analysis. In a second post hoc analysis,
patients who received corticosteroids plus tocilizumab
presented short-term benefit on survival without long-
term negative effects (Additional file 1: Fig. S8).

Secondary outcomes

Secondary outcomes are shown in Table 3. In-hospital
mortality was 38.3% in the corticosteroid group and
33.0% in the no corticosteroid group (p=0.05). The
number of ventilator-free days at 28 days did not achieve
statistical differences and the cumulative incidence of
ventilator-free days was also similar between groups
after competing risks analysis (Additional file 1: Fig. S9).
No differences were found in median ICU LOS in survi-
vors. However, among non-survivors, the time to death
was significantly larger in those who received corticos-
teroids compared with the non-corticosteroid users both
in ICU (median 19 [IQR 11-29] vs. 12 [6-23], p<0.001)
and in hospital (median 24 [IQR 15-33] vs. 14 [IQR
9-24], p<0.001). Regarding respiratory superinfection,

corticosteroids were not associated with the develop-
ment of VAP in the multivariable analysis (OR 1.05; 95%
CI 0.83-1.34; Additional file 1: Table S11).

Discussion
In this study, corticosteroid treatment did not reduce
ICU mortality rates among mechanically ventilated
COVID-19-associated ARDS. However, our findings
suggested that corticosteroids at ICU admission had
time-dependent effects based on the short-term benefit
of survival in the first 2 weeks, but an increased risk of
mortality thereafter. Subgroups of patients aged less than
60 years, severe ARDS and tocilizamab plus corticoster-
oids showed short-term protective eftects without del-
eterious long-term effects on mortality suggesting that
not all mechanically ventilated COVID-19-associated
ARDS patients might be corticosteroid-responsiveness.
These results have been observed in a large cohort of ICU
patients after controlling for observational-related biases
and competing risks, thereby the benefit or potential
harm of corticosteroids should be taken into account.
Data regarding the effectiveness of corticosteroids in
COVID-19-associated ARDS remain limited. A recent
meta-analysis (18 RCTs enrolling 2826 patients) evaluat-
ing the use of corticosteroids in ARDS (due to COVID-
19 and non-COVID-19) concluded that corticosteroids
probably reduce mortality in patients with ARDS of any
aetiology [23]. However, the pooled estimate data of
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Table 2 Description of corticosteroid use for COVID-19-
associated acute respiratory distress syndrome patients

Corticosteroid
group
(n=1117)
Type of corticosteroid
Methylprednisolone 856 (76.6%)
Dexamethasone 247 (22.1%)
Hydrocortisone 10 (0.9%)
Methylprednisolone plus hydrocortisone 2 (0.2%)
Methylprednisolone plus dexamethasone 2(0.2%)
Timeline of corticosteroids use (days)
Time from symptom onset to corticosteroid initia- 9[7-12]
tion
Duration of corticosteroid treatment 6[3-10]
Methylprednisolone 5[3-10]
Dexamethasone 10 [5-10]
ARDS severity when corticosteroid initiation
Mild® ARDS 267 (23.9%)
Pa0,/FiO, (mmHg) 240 [217-266]
Moderate® ARDS 566 (50.7%)
Pa0,/FiO, (mmHg) 145 [121-169]
Severe® ARDS 284 (25.4%)
Pa0,/FiO, (mmHg) 80 [69-91]

Data are expressed as numbers (%) or medians [interquartile range]

ARDS acute respiratory distress syndrome, PaO/FiO, partial pressure of oxygen
to fractional inspired oxygen

? Classified as the worst value of Pa0,/FiO, ratio < 300 to 200 mmHg within the
first day of ICU admission

P Classified as the worst value of Pa0,/FiO, between <200 and 100 mmHg within
the first day of ICU admission

€ Classified as the worst value of Pa0,/FiO, < 100 mmHg within the first day of
ICU admission

COVID-19-associated ARDS either using the ARDS cri-
teria (risk ratio 0.92, 95% CI 0.76-1.11) and data from
mechanically ventilated patients (risk ratio 0.89, 95% CI
0.71-1.12) did not reach statistical significance for 28-day
mortality in the random-effects model. Different meta-
analysis of COVID-19 patients with high heterogeneity
on illness severity reported beneficial effects on mortal-
ity with corticosteroid treatment [7, 24, 25]. It should be
pointed out that in most meta-analysis, the weight of the
RECOVERY trial [3] made important contribution to
overall pooled data. Conversely, conflicting results from
other meta-analysis did not report benefits on mortality
with corticosteroid treatment [8, 26].

The results of the RECOVERY trial [3] indicate that
moderate dose of dexamethasone reduces 28-day mortal-
ity among patients with COVID-19 that require oxygen
support, with more pronounced eftect in those receiv-
ing invasive mechanical ventilation (rate ratio 0.64; 95%
CI 0.51-0.81). This landmark trial has changed clini-
cal practice worldwide for severe COVID-19 patients.
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Nonetheless, some uncertain issues deserve discussion
and they must to be accounted for [6]. One major con-
cern is that at day 28 of treatment allocation, 75% of
patients were still hospitalized and investigating long-
term outcomes could impact on the observed results [27].
Several factors affecting the outcome such as the level of
respiratory support and the degree of hypoxemia were
not measured, for instance, we found that corticosteroids
may have higher benefit among severe ARDS, whereas
patients with mild ARDS were not corticosteroid-
responders. Additionally, there were 1707 (15%) patients
who were not considered suitable for randomization
but reasons for exclusion were not adequately disclosed.
Physicians may exclude those patients because observed
contraindications in whom corticosteroids might have
detrimental consequences, which constitutes an impor-
tant selection bias. Likewise, centre effect was not
evaluated and there might be some imbalance in group
allocation, especially in the subset of ventilated patients
in which an average of only six patients were included per
centre. Also in the stratified analysis, there was no benefit
from dexamethasone in some subgroups, even in those
with higher baseline risk (=45%) which involves one
half of the study patients. Therefore, the beneficial effect
of corticosteroids among whole mechanically ventilated
patients may be questionable.

The CoDEX trial performed in 299 ventilated COVID-
19 moderate-to-severe ARDS assigned to received dexa-
methasone plus SOC versus SOC alone, did not find
significant differences on all-cause 28-day mortality [28].
A randomized double-blind placebo-controlled trial con-
ducted in 393 COVID-19 patients allocated to receive
methylprednisolone 0.5 mg/kg twice daily for 5 days or
placebo found no difterences in 28-day mortality between
groups, whereas lower mortality with corticosteroids
was observed in post hoc analysis among patients over
60 years old (HR 0.63, 95% CI 0.41-0.97) [29]. Nonethe-
less, the rate of invasive mechanical ventilation was low
and information regarding the degree of respiratory sup-
port or ARDS severity are lacking.

Results from retrospective also reported survival ben-
efit for critically ill patients with COVID-19. In a mul-
ticentre cohort including 882 patients and high rates of
invasive mechanical ventilation, it was observed that
early corticosteroid treatment (within the first 48 h
of ICU admission) was associated with a reduction
in ICU mortality compared with delayed use or none
after inverse probability weighting, although competing
risks were not accounted for [30]. Retrospectives stud-
ies with robust statistical approach also showed positive
effects with corticosteroids on mortality in severe [31] or
COVID-19-associated ARDS [32], albeit smaller sample
sizes and lower rates of invasive mechanical ventilation
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Fig. 2 Forest plot of the cause-specific hazard model (time-dependent Cox regression) for ICU mortality. The time-dependent Cox regression
included all the variables and those were adjusted as potential confounding factors. The interaction with time in this case was modelled using the
step function to deal with non-proportional hazards of the covariate of interest (corticosteroid treatment). Through the step function, a partitioning
of the time axis was made at day 17th, when the effect of the covariate changed over time. Consequently, the model allowed to estimate the
effect of the treatment covariate before (corticosteroid treatment short-term) and after (corticosteroid treatment long-term) the 17th day of

ICU admission. Notably, the regression model showed the protective effects of corticosteroids on survival up to day 17 of admission to the ICU,
although these effects changed over time, as after the 17th day corticosteroid treatment at ICU admission was associated with higher mortality.
Diagnosis GAP means the time (days) from disease onset to the confirmation of the diagnosis of SARS-CoV-2 infection; Hospital GAP (days) means
the time from disease onset to hospital admission. ICU GAP (days) means the time from hospital to ICU admission. BMI body mass index, ACE
angiotensin-converting enzyme, ARBs angiotensin receptor blockers, COPD chronic obstructive pulmonary disease, APACHE Acute Physiology And
Chronic Health Evaluation, SOFA Sequential Organ Failure Assessment, LDH lactate dehydrogenase, WBC white blood cells count, CRP C-reactive
protein, ARDS acute respiratory distress syndrome, FiO; fraction of inspired oxygen, Peep positive end-expiratory pressure, Vt tidal volume, pCO;
partial pressure of carbon dioxide, RIFLE criteria Risk, Injury, Failure, Loss, End stage
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Fig. 3 Survival analysis with the cause-specific hazard model and step function (time-dependent Cox regression) to investigate the association
of corticosteroids and ICU mortality over time. The estimated survival curves showed the estimated effect of exposure of corticosteroids on

ICU mortality over time. Survival curves cross each other implying time-dependency of corticosteroid exposure; hence step function approach

was used to handle non-proportional hazards assumption by stratification of time on day 17 of follow-up when hazards changed the direction

statistically significant. Then, the proportional hazards assumption was met for both periods. Models were adjusted for gender, age, body mass

disease, diabetes mellitus, neuromuscular disease, autoimmune disease,
hypothyroidism, APACHE I, SOFA, pulmonary infiltrates, lactate dehydrogenase, white blood cells count, creatinine, urea, C-reactive protein,

co-infection, ARDS severity, fractional of inspired oxygen (FO,), positive end-expiratory pressure, tidal volume, partial pressure of carbon dioxide,
pH, RIFLE criteria, myocardial dysfunction and corticosteroid treatment (short and long-term). ICU intensive care unit, ACE angiotensin-converting
enzyme, ARBs angiotensin receptor blockers, COPD chronic obstructive pulmonary disease, APACHE Acute physiology and chronic health evaluation,
SOFA sequential organ failure assessment, ARDS acute respiratory distress syndrome

Comorbidity, asthma, COPD, chronic kidney disease, haematological
ischaemic heart disease, hypertension, immunosuppression, dyslipidaemia,

navir, remdesivir, interferon, hydroxychloroquine, Tocilizumab, bacterial

were recognized and these results might not be applica-
ble to all COVID-19-associated ARDS. On the contrary,
conflicting data from multicentre studies in COVID-
19-associated ARDS [9, 10] and critical cases [11] sug-
gested that corticosteroid treatment might be associated
even with higher mortality, after carefully controlling for
biases.

All this controversy on the evidence may be due to the
heterogeneity of patients leading to conflicting data and it
is unclear whether the use of corticosteroids is adequate
for overall mechanically ventilated COVID-19 patients.
We focused on mechanically ventilated patients with
COVID-19-associated ARDS and observed that corticos-
teroid treatment at ICU admission had time-dependent
effects. While corticosteroids seemed to be protective

within the first 2 weeks of severe illness, the likelihood
of survival changes beyond this timeframe and corticos-
teroid exposure at ICU admission appeared to be harm-
ful. The possible explanations for the observed long-term
negative effects from corticosteroids must be evaluated
in further research as data regarding side effects are still
lacking, since evidence from a recent meta-analysis sug-
gested that there is no association between corticoster-
oids and superinfections [33], although a trend toward
higher rates of delayed viral shedding and venous throm-
boembolism have been observed in some data [7, 26,
34-36].

Our results have been observed in a representative
cohort of COVID-19-associated ARDS, with close simi-
larities from other studies in terms of severity degree of
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® Short-term (<17 days)

® Long-term (=17 days)

Favour corticosteroid
use

Subgroup HR (95% CI) Adjusted
p value
e |
< 60 years —_——— ! 0.20 (0.08-0.50)  0.004
: 2.97(094-936) 0.07
> 60 years —— 0.50 (0.37-0.69)  0.004
—— 1.64 (1.07-2.49)  0.03
Gap corticosteroids :
<7 days _— 0.51(0.29-0.87)  0.03
————— 207(098-437) 0.1
>7 days —_—— 0.53 (0.34-0.83)  0.02
—a— 0.98 (0.61-1.58) 093
ARDS :
Mild — e 0.74 (0.30-1.84)  0.60
—_——— 125 (0.58-2.68)  0.63
Moderate —_— 0.45 (0.28-0.70)  0.004
P——— 2.11(1.16-3.81)  0.02
Severe —_— 0.47 (027-0.81)  0.02
S — 1.49(0.67-329) 0.42
Duration of corticosteroids* :
<7 days — 0.71 (0.47-1.06)  0.12
b ——— 2.20(1.32-3.65)  0.006
>7 days — ' 0.40 (0.27-0.61)  0.004
b ———— 1.89 (1.14-3.15)  0.02
Tocilizumab* :
Yes —_— : 0.26 (0.14-0.47)  0.004
—— 0.83 (0.39-1.78)  0.66
No —_— 0.67 (0.46-0.97)  0.06
e 2.04(130-321)  0.006

Fig. 4 Subgroup sensitivity analysis. Propensity score matching was performed for each study subgroup as in the primary analysis to evaluate

Favour absence of
corticosteroid use

the estimated effect of corticosteroids on ICU mortality over time with cause-specific hazard model. Post hoc analysis was made for subgroups
of duration of corticosteroid treatment and Tocilizumab. GAP corticosteroids mean the time (in days) since onset of symptoms to corticosteroid
initiation. Models were adjusted for gender, age, body mass index, hospital GAP, ICU GAP, diagnosis GAP, shock, ACE inhibitors, ARBs, Comorbidity,
asthma, COPD, chronic kidney disease, haematological disease, diabetes mellitus, neuromuscular disease, autoimmune disease, ischaemic heart
disease, hypertension, immunosuppression, dyslipidaemia, hypothyroidism, APACHE II, SOFA, pulmonary infiltrates, lactate dehydrogenase, white

syndrome, CRP C-reactive protein

blood cells count, creatinine, urea, C-reactive protein, procalcitonin, Lactate, o-dimer, antibiotics, oseltamivir, lopinavir plus ritonavir, remdesivir,
interferon, hydroxychloroquine, Tocilizumab, bacterial co-infection, ARDS severity, fractional of inspired oxygen (FiO,), positive end-expiratory
pressure, tidal volume, partial pressure of carbon dioxide, pH, RIFLE criteria, myocardial dysfunction and corticosteroid treatment (short and
long-term). ICU intensive care unit, ACE angiotensin-converting enzyme, ARBs angiotensin receptor blockers, COPD chronic obstructive pulmonary
disease, APACHE acute physiology and chronic health evaluation, SOFA sequential organ failure assessment, ARDS acute respiratory distress

hypoxemia, ventilatory parameters, and respiratory sup-
port management [37, 38]. The survival benefit from
dexamethasone in mechanically ventilated patients in the
RECOVERY trial [3] might be due to the capacity of cor-
ticosteroids to dampen both inflammation and late-onset
fibrosis [39] in some cases that leads to severe lung injury
in ARDS. Actually, in the present study, the subgroup
of severe ARDS could benefit from corticosteroids over
time without experimenting detrimental effects in long-
term. Conversely, in patients with mild ARDS, corticos-
teroids had no significant effect on mortality questioning
the need to treat such subgroup. These short-term pro-
tective effects have also been found for the subgroup

of patients aged <60 years, similar findings as those
observed in the RECOVERY trial which showed protec-
tive effects of corticosteroids for patients younger than
70 years. However, a multicentre study conducted in 303
critically ill COVID-19 patients found opposite results
to ours, reporting that early corticosteroid administra-
tion was associated with a lower mortality rate in patients
aged =60 years [40]. The contradictory results might be
due to a different population than ours with only one-
third of included patients under invasive mechanical
ventilation.

Regarding the duration of corticosteroid treatment,
we found that a shorter course of treatment did not have
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Table 3 Summary of the secondary outcomes of the study
Corticosteroids (n=1117) No corticosteroids (n =463) Pvalue
Secondary outcomes
In-hospital mortality 428 (38.3%) 153 (33.0%) 0.05
Hospital LOS (days)
Overall 30(21-46) 30(18-46) 063
Survivors 37 (25-53) 38(25-52) 0.70
Non-survivors 24 (15-33) 14 (9-24) <0.001
Ventilator-free days at 28 days 82492 75+86 0.17
ICU LOS (days)
Overall 19(11-31) 17 (10-31) 0.04
Survivors 18 (12-33) 20(12-31) 0.82
Non-survivors 19(11-29) 12 (6-23) <0.001
Ventilator-associated pneumonia 225 (20.1%6) 90 (19.49%) 083

Ventilator-free days are expressed as mean and standard deviation using the Wilcoxon rank sum test with continuity correction. LOS (length of stay) is expressed as
medians with interquartile ranges. Ventilator-associated pneumonia incidences are presented as numbers with percentages

protective effects, similar results as reported in the Met-
covid trial [29]. Indeed, a meta-analysis found that ARDS
patients (COVID-19 and non-COVID-19) who received a
longer course of corticosteroids (over 7 days) had higher
survival rates compared with a shorter course of treat-
ment [23]. Despite the short-term benefit on survival
with a longer course of treatment, possible long-term
negative effects could arise; albeit, these results would
need confirmation.

The use of tocilizumab plus corticosteroids at ICU
admission seem to have also short-term protective effects
on survival without presenting long-term deleterious
effects on mortality. These findings coincide with a recent
RCT conducted in hospitalized COVID-19 patients with
hypoxia and systemic inflammation, in which the allo-
cation to tocilizumab was associated with a significant
reduction in 28-day mortality compared with usual care
alone (with corticosteroid use up to 80% with systemic
corticosteroids in both arms) [41].

Moreover, different phenotypes of COVID-19 criti-
cally ill patients with different host response patterns and
impact on outcomes have been recently reported [42, 43].
Indeed, a retrospective study conducted in 428 critically
ill COVID-19 patients reported that corticosteroids had
significant survival benefits only in hyperinflammatory
phenotype (HR 0.51; 95% CI 0.34-0.78) compared with
the hypoinflammatory phenotype [44]. The subgroup
analysis in our study showed that these time-dependent
effects of corticosteroids on survival could be present in
different subsets suggesting that patients’ response to
corticosteroids may vary depending on distinct baseline
conditions, although the exploratory nature of the sensi-
tivity analysis requires that these results should be evalu-
ated in further clinical research.

To our knowledge, this is one of the largest multicentre
observational study of mechanically ventilated COVID-
19-associated ARDS evaluating the effectiveness of cor-
ticosteroids on ICU mortality and results pointed out
the possible time-dependent pattern of corticosteroids
with likely opposite short and long-term eftects on mor-
tality. These findings support the hypothesis that not all
mechanically ventilated patients with COVID-19-asso-
ciated ARDS treated with corticosteroids have survival
benefit over time. Our approach sought to account for
selection bias and confounding, immortal time bias, and
competing risks. In addition, performing subgroup sen-
sitivity analysis made our results to be robust. As corti-
costeroids have become the SOC for severe COVID-19
patients, to randomize patients allocated to receive
or not corticosteroids to investigate knowledge gaps
would entail some ethical issues. This study attempted
to make causal effects between corticosteroids and mor-
tality from observational data. Hence, it provides real-
world evidence on this topic currently under debate and
new insights for a better personalization of care among
mechanically ventilated patients with COVID-19-associ-
ated ARDS.

Nevertheless, our study had some limitations. First,
as it was a retrospective study and some biases can
arise from the observational design. Although RCTs are
known to be the “gold standard” for research in investi-
gating the effectiveness of interventions, methodologi-
cal tools applied to observational data can decrease bias
and confounding caused by the lack of randomization
and could provide data from usual clinical practice. How-
ever, unmeasured confounders may persist. Second, our
study was based on mechanically ventilated COVID-
19-associated ARDS patients. Therefore, results may not
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be generalized to other settings such us hospitalized or
outpatients. Third, we could not assess the established
dosage of corticosteroids, although we deemed that sug-
gested recommendations were followed using moderate
doses of methylprednisolone, as all included patients in
this study were diagnosed with ARDS [45]. Preferably,
we focused on the eftect of the exposure to corticoster-
oids at ICU admission. Nonetheless, dosage should be
also a point of discussion in further research. Likewise,
the safety profile and side effects such as hyperglycae-
mia, secondary superinfections different from respiratory
source, or myopathy could not be evaluated. Fourth, dif-
ferent treatment approaches were used during the first
wave, in accordance with current guidance [46], which
could affect outcomes. Nevertheless, to avoid confound-
ing by indication, all treatments received at admission
were included within the adjusted Cox model after pro-
pensity score matching. Fifth, we did not collect data
regarding the causes of death and the possibility of with-
drawal of therapy beyond the 17th day of ICU admis-
sion. The population potentially at risk for life support
withdrawal could be larger among corticosteroids users,
therefore, some residual confounding may exist. Intensiv-
ists are used to facing to ethical concerns in their daily
practice [47], and our ARDS patients died under invasive
mechanical ventilation and other life support therapies
in both groups, meaning that the most probable cause
of death was persistent organ failure, mainly terminal
respiratory failure [48]. Indeed, therapeutic withdrawal
decisions in such critical care patients usually are taken
under refractory/irreversibility stages of the disease.
Further, we found that among non-survivors, the time
to death was significantly larger in those who received
corticosteroids compared with the non-corticosteroid
users, suggesting that withdrawal life support rates might
be lower in patients who received corticosteroids. Sixth,
although two hundred and fifty-five patients without
corticosteroids were not retained after matching, a sub-
analysis revealed that no significant differences were
found regarding demographic characteristics, severity of
the disease, comorbidities and mortality, compared with
those patients without corticosteroids included in the
matching model. Nonetheless, propensity score matching
yielded well balanced groups in terms of several observed
confounders and, therefore eliminating selection bias.
Seventh, conducting multiple testing for subgroup anal-
ysis may result in multiplicity. However, the sensitivity
subgroup analysis was performed with an exploratory
rather than confirmatory nature and these results aimed
to yield consistency to the primary analysis and also to
generate new hypothesis on corticosteroid-responsive
subgroups for future research. Likewise, we accounted
for multiplicity with the Benjamini—-Hochberg approach
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to avoid the potential inflation of type I error. Eight, we
could not evaluate the impact on outcomes of the ICU
demand in periods of inundated critical care system.
Finally, we did not collect data about viral shedding. The
possibility of delay in viral clearance due to corticosteroid
administration is an area for concern and more data are
required to address this issue.

Conclusion

In this study, corticosteroids treatment did not reduce
ICU mortality rates among mechanically ventilated
COVID-19-associated ARDS patients. However, our
results suggested that corticosteroid treatment could
present with biphasic time-dependent effects on survival
with initial protective effects within the first 2 weeks of
critical illness while beyond this timeframe there may be
long-term negative eftects. Subgroup of patients aged less
than 60 years, severe ARDS and tocilizumab plus corti-
costeroids could be some of the subsets with the great-
est benefit from corticosteroids, hence further research
is needed to identify the treatment-responsive subgroups
among mechanically ventilated COVID-19-associated
ARDS patients.
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Abstract: Background: Procalcitonin (PCT) and C-Reactive protein (CRP) are well-established sepsis
biomarkers. The association of baseline PCT levels and mortality in pneumonia remains unclear,
and we still do not know whether biomarkers levels could be related to the causative microorgan-
ism (GPC, GNB). The objective of this study is to address these issues. Methods: a retrospective
observational cohort study was conducted in 184 Spanish ICUs (2009-2018). Results: 1608 patients
with severe influenza pneumonia with PCT and CRP available levels on admission were included,
1186 with primary viral pneumonia (PVP) and 422 with bacterial Co-infection (BC). Those with BC
presented higher PCT levels (4.25 [0.6-19.5] versus 0.6 [0.2-2.3]ng/mL) and CRP (36.7 [20.23-118]
versus 28.05 [13.3-109]mg/dL) as compared to PVP (p < 0.001). Deceased patients had higher PCT
(ng/mL) when compared with survivors, in PVP (0.82 [0.3-2.8]) versus 0.53 [0.19-2.1], p = 0.001)
and BC (6.9 [0.93-28.5] versus 3.8 [0.5-17.37], p = 0.039). However, no significant association with
mortality was observed in the multivariate analysis. The PCT levels (ng/mL) were significantly
higher in polymicrobial infection (8.4) and GPC (6.9) when compared with GNB (1.2) and Aspergillus
(1.7). The AUC-ROC of PCT for GPC was 0.67 and 0.32 for GNB. The AUROC of CRP was 0.56 for
GPC and 0.39 for GNB. Conclusions: a single PCT/CRP value at ICU admission was not associated
with mortality in severe influenza pneumonia. None of the biomarkers have enough discriminatory
power to be used for predicting the causative microorganism of the co-infection.
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1. Introduction

The diagnosis of sepsis in critically ill patients is challenging, because sepsis response
is complex. Although bacterial culture is the best method for diagnosing infection, it
does not predict mortality, it may require more than 24 h for confirmation, and some
critically ill patients may have received prior antimicrobial therapy, which can render
negative microbial cultures [1,2]. Thus, biomarkers of inflammation or infection, such
as procalcitonin (PCT), C-reactive protein (CRP), interleukin-6 (IL-6), neopterin, and pro-
adrenomedullin (pro-ADM), have a significant role in the diagnosis and management of
sepsis [3,4]. CRP and PCT are currently the most frequently used biomarkers of sepsis in
clinical practice.

CRP is a well-established marker of inflammation, but it has been considered to be
insufficient as a useful biomarker to predict prognosis and microbial patterns in sepsis [5].
PCT is assumed to be a superior marker; several studies have shown that PCT is highly sen-
sitive and specific for early distinguishing non-infectious systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) from sepsis [6]. PCT concentration decreases under antibiotic therapy;
hence, it can adequately monitor infection evolution with adequate therapy and can help
to adjust antibiotic duration [7,8]. Moreover, persistently high serum PCT levels correlate
with the severity of systemic infection in sepsis and septic shock [9,10]. However, the role
of initial serum PCT levels on intensive care unit (ICU) admission to predict outcome in
patients with sepsis is unclear.

In addition, the association of PCT and microbial etiology has been a matter of debate.
Several studies have reported higher PCT levels in Gram-negative bacteremia as compared
to Gram-positive bacteremia and fungal infection [11,12]. Nevertheless, most of these
studies are based on sepsis with different sources of infection and, therefore, with different
predominant microorganism, which could influence the results.

Our hypothesis was that PCT can be a helpful biomarker to determine prognosis
and predict microbial etiology in patients with influenza admitted to ICU. Therefore, the
aim of the present study was to evaluate the association of baseline serum PCT and CRP
levels and mortality, among patients with sepsis and septic shock, with a respiratory source
of infection. In addition, we evaluated the performance of both biomarkers to predict
causative pathogens of the infection.

2. Results

A total of 4173 patients with influenza infection were enrolled at 184 ICUs between the
study period; 2262 patients were excluded because of missing values in PCT and CRP at
admission or in mortality, and 303 were excluded because of the non-respiratory source of
infection. Finally, 1608 patients met the inclusion criteria and were included in the current
analysis, 1186 (73.8%) patients with primary viral pneumonia (PVP), and 422 (26.2%) with
bacterial co-infection (BC) (Figure 1).

Table 1 details the main demographic and clinical characteristics of patients. The
median age was 56 years (IQR 46-67) and 60% were male. The patients presented a median
Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE) II and Sequential Organ
Failure Assessment (SOFA) scores of 17 (IQR 12-22) and 6 (IQR 4-9), respectively. The
most frequent comorbidity was chronic obstructive pulmonary disease (20.4%). 32.9%
(n = 530) developed acute kidney failure, 57.1% (n = 920) presented septic shock at ICU
admission, and 81.9% (n = 1318) required mechanical ventilation (MV) (58% invasive and
23.9% non-invasive MV).
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4173 screened patients
>| 303 (7.3%) non respiratory influenza virus infection
3870 elegible for
enrollement
2262 (58.4%) excluded due to missing data
| -nodata of ICU mortality
- - no data of baseline PCT levels
- no data of baseline CRP levels
Study population
n=1608
V V
PVP BC
1186 (73.8%) 422 (26.2%)
[ | ' | I
GPC bacteria || GNB bacteria || PM infection || Aspergillus spp

284 (67.3%)

100 (23.7%) 24 (5.7%) 14 (3.3%).

Figure 1. Flow diagram of patient enrollment. Abbreviations: ICU, Intensive Care Unit; PCT, procalcitonin; CRP, C-Reactive
protein; PVP, primary viral pneumonia; BC, bacterial co-infection; GPC, Gram Positive bacteria cocci; GNB, Gram Negative
bacteria bacilli; PM, polymicrobial.

Table 1. Demographic and Clinical Characteristics of the patients enrolled in the study.

Overall
. PVP BC
P:pzu;:ggn n=1186 "= 422 p-Value
Demographic Factors and Severity Scores
Age (years) 56 (45-67) 55 (44-66) 60 (48-72) 0.001
Gender (male) 960 (59.7) 697 (58.8) 263 (62) 0.24
APACHE II score 17 (12-22) 16 (11-21) 19 (14-25) 0.001
SOFA score 6 (49) 6(4-8) 7 (4-10) 0.001
Comorbidity
COPD 328 (20.4) 77 (6.5) 31(7.3) 0.45
Asthma 109 (6.8) 203 (17.1) 124 (29.4) 0.001
Chronic Heart Failure 210 (13.1) 149 (12.6) 61 (14.5) 0.34
Chronic Kidney Disease 146 (9.1) 109 (9.2) 37 (8.8) 0.77
Hematologic Disease 138 (8.6) 100 (8.4) 38(9) 0.73
Pregnancy 240 (14.9) 168 (14.2) 72 (17.1) 0.16
Obesity 2 135 (8.4) 407 (34.3) 23 (5.5) 0.01
Laboratory Findings
PCT (ng/mL) 0.81 (0.24-4.79) 0.6 (0.2-2.31) 4.35 (0.6-19.7) 0.001
CRP (mg/dL) 30.2 (14.8-113) 28.1(13.3-109) 36.8 (20.4-118) 0.001
White B'ggg‘ /%“ Count 7 4(38-124) 7.1 (4-116) 8.3 (29-152) 0.06
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Table 1. Cont.
Pcfl);:lel:i:m f‘:f 86 szz p-Value
n = 1608 "= "=
Complications
Acute Kidney Failure 530 (32.9) 337 (28.4) 193 (45.7) 0.001
CRRT 215 (13.4) 140 (11.8) 75 (17.8) 0.002
Mechanical Ventilation 1318 (81.9) 974 (82.1) 342 (81) 0.65
Shock on Admission 920 (57.1) 634 (53.5) 284 (67.3) 0.001
MODS 1100 (68.4) 775 (65.3) 323 (76.5) 0.001
Clinical Outcomes
MYV (days) 10 (4-19) 10 (4-19) 10 (4-18) 0.85
ICU LOS (days) 10 (5-20) 10 (5-21) 10 (5-19) 0.73
ICU Mortality 382 (23.8) 264 (22.3) 117 (27.7) 0.02

Data are expressed as numbers (%) and medians (IQR). Abbreviations: PVP, primary viral pneumonia; BC,
bacterial coinfection; IQR, interquartile range; APACHE, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation;
SOFA, sequential organ failure assessment; COPD, chronic obstructive pulmonary disease. PCT, procalcitonin;
CRP, C-Reactive protein; CRRT, Continuous renal replacement therapy; MODS, Multiple organ dysfunction
syndrome; MV, mechanical ventilation; LOS, length of stay; ICU, Intensive Care Unit. * Defined as body mass
index >30 kg/ m2.

2.1. Comparison Between Patients with and Without Bacterial Co-Infection

Patients with BC were sicker when compared to PVP, showing higher APACHEII (19
[IQR 14-25] versus 16 [IQR 11-21], p = 0.001) and SOFA scores (7 [IQR 4-10] versus 6 [IQR
4-8], p = 0.001), were more likely to present with shock (67.3% versus 53.5%, p = 0.001), had
higher rate of acute kidney injury (45.7% versus 28.4%, p = 0.001), and needed more renal
replacement therapy (17.8% versus 11.8%, p = 0.002). Patients with BC more frequently had
asthma (29.4% versus 17.1%, p = 0.001), and they had a lower proportion of obesity (5.5%
versus 34.3%, p = 0.01). No differences in another comorbidity, gender, duration of MV,
or ICU length of stay were observed. The patients with co-infection had higher median
PCT (4.35 [IQR 0.6-19.5] versus 0.6 [IQR 0.2-2.3] ng/mL, p = 0.001) and CRP levels (36.7
[IQR 20.23-118] versus 28.05 [IQR 13.3-109] mg/dL, p = 0.001]) when compared with PVP.
Table 1 shows the complete characteristics.

2.2. Performance of PCT or CRP as Predictors of the Microorganism Responsible of
Bacterial Co-Infection

Among 1608 patients included, 408 had confirmed bacterial coinfection and 14 As-
pergillus spp. isolation and were included in the present analysis. Gram Positive cocci
(GPC) bacteria were isolated in 67.3% (n = 284) and Gram Negative bacilli (GNB) bacteria
in the 23.7% (n = 100) of patients. Twenty-four episodes (5.7%) were polymicrobial (PM)
infections and Aspergillus spp. was isolated in 14 patients (3.3%). Table 1 details the main
demographic and clinical characteristics of patients.

Among patients with co-infection, the overall ICU mortality was 27.7% (n = 117). The
highest mortality rate was observed in the Aspergillus spp. group (50%), being higher than
in GPC (25%, p = 0.03).

The serum PCT levels were significantly higher for PM (8.4 ng/mL) and GPC infections
(6.9 ng/mL) than for patients with GNB (1.2 ng/mL) and Aspergillus spp. (1.7 ng/mL). The
highest CRP concentrations were found in PM (86.1 mg/dL) (Figure 2).
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Figure 2. Box plot of serum PCT and CRP concentration by pathogen group. The center of each box plot represents the
median, with the box denoting the IQR, the whiskers representing 1.5 times the IQR, and dots showing outliers beyond
the whiskers. Data are expressed as numbers (%) and medians (IQR). Abbreviations: PCT, procalcitonin; CRP, C-Reactive
protein; GPC, Gram Positive bacteria cocci; GNB, Gram Negative bacteria bacilli; PM, polymicrobial; AS, Aspergillus; IQR,

interquartile range.

Figure S1 (Supplementary Material) details the levels of PCT and CRP according to
different microorganisms.

The corresponding ROC curve was constructed in order to assess whether biomarkers
could differentiate between GPC and GNB infection. The AUC-ROC of PCT for GPC
was 0.67 (95% CI, 0.61-0.73, p < 0.001) and 0.32 (95% CI, 0.26-0.38, p < 0.001) for GNB
bacteria (Figure S2, Supplementary Material). The different cut-off values for PCT are
shown in Table S1 (Supplementary Material). The optimal cut-off value of PCT to predict
GPC infection was 10.18 ng/mL, with a sensitivity of 42%, a specificity of 83%, a positive
predictive value of 83%, and a negative predictive value of 34%. The AUC-ROC of CRP
was 0.56 (95% CI, 0.50-0.62, p = 0.04) for GPC and 0.39 (95% CI, 0.32-0.45, p < 0.01) for GNB
respiratory infection.

2.3. Mortality Analysis

The overall ICU mortality was 23.8 % (n = 382), and it was significantly higher in
the patients with co-infection as compared to PVP (27.7% versus 22.3%, p = 0.02). The
characteristics of patients according to ICU outcome are shown in the Supplementary
Material (Table S2). Severity of illness (APACHE II, SOFA) were significantly higher in
non-survivors. In addition, non-survivors developed more complications, such as acute
kidney injury, shock at ICU admission, and required more days of MV.

Non-survivors had significantly higher levels of PCT in both groups: PVP (0.82 [IQR
0.3-2.8]) versus 0.53 ng/mL [IQR 0.19-2.1], p = 0.001) and BC (6.9 [IQR 0.93-28.5] versus
3.8 ng/mL [0.5-17.37], p = 0.039) than survivors. However, the CRP levels did not show
any significant difference between both groups. Nevertheless, in the multivariable logistic
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regression analysis, PCT and CRP levels at ICU admission were variables not independently
associated with ICU mortality in overall population or in the BC group (Figure 3).

Variable OR (95% CI) P Value

Procalcitonin 0.99 (0.99-1.02) 0.31 L/

APACHEII 1.05 (1.03-1.07) <0.001 <

Age 1.00 (0.99-1.01) 0.38 L 3

Chronic Heart Failure 1.26 (0.87-1.82) 0.21 —1—

Acute Renal Failure 2.51 (1.92-3.29) <0.001 ——

Mechanical Ventilation 442 (2.52-7.75) <0.001 *

Shock 2.2 (1.62-2.97) <0.001 ——

B. 0 1 2 3 4 58

Variable OR (95% CI) P Value

Procalcitonin 1.00 (0.99-11.01) 0.98

SOFA 1.07 (0.99-1.16) 0.08 L

Chronic Heart Failure 2.44 (1.30-4.60) 0.006 *

Hematological Diseas 242 (1.11-5.24) 0.026 *

Acute Renal Failure 2.15 (1.26-3.66) 0.005 Y

Mechanical 8.90 (2.62-30.45) <0.001

Ventilation >

Shock 1.87 (0.92-3.60) 0.088 + :
1

o 1 2 3 4 5 31

Figure 3. Multivariable analysis of factors associated with ICU mortality in overall population (A) and in bacterial co-
infection group (B). Abbreviations: APACHE, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA, sequential organ
failure assessment; CI, confidence interval.

3. Materials and Methods
3.1. Study Design

This was a sub-analysis of a multicenter and retrospective study conducted in 184 ICUs
in Spain between June 2009 and April 2018. The data were obtained from a registry created
by SEMICYUC (Spanish Society of intensive care). The information was collected by the
attending clinician using a paper case report form (Supplementary material).

The Ethics Committee Board of the Joan XXIII Hospital approved the study (IRB#11809).
All of the data were de-identified; therefore, the requirement for informed consent was
waived. The clinical management for all critical ill patients was left to the attending
clinician, following the recommendations of the SEMICYUC [13].

To evaluate the prognostic value of biomarkers, we included all of the patients ad-
mitted to adult ICU (over fifteen years) with pneumonia due to influenza virus, with or
without bacterial co-infection, in whom PCT and CRP were determined upon admission.
We only considered those cases of influenza pneumonia with bacterial or Aspergillus spp.
co-infection in order to evaluate the role of biomarkers to predict the microbial etiology of
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infection. We excluded patients with missing data regarding serum biomarkers levels or
ICU-mortality.

In a post hoc analysis to evaluate the statistical power of the study, a sample size
of 420 patients for each group (primary viral pneumonia and bacterial coinfection) was
required to identify an absolute difference of 2.5 ng/mL in PCT levels in patients with
coinfection with a power of 0.8 (two-tailed) at a level of significance of 0.05. The post hoc
study power that was calculated with 1608 patients included was 100% with a safety level
0.95 and typical deviation of 3.6.

3.2. Data Collection and Laboratory Diagnostics

Data that were collected at ICU admission included demographic and general charac-
teristics, underlying diseases, microbiological results, laboratory data, and complications
during ICU stay. The severity of illness was evaluated by the APACHE II score [14] calcu-
lated for all patients within the first 24 h of ICU admission and organ failure was assessed
using the SOFA score [15].

PCT and CRP measurements were performed in local laboratories as a part of routine
clinical care. PCT was measured using B-R-A-H-M-S PCT automated immunoassays. The
analytical sensitivity of all assays was < 0-05 ug/L. All of the commercial quantitative
BRAHMS PCT assays use the same ‘sandwich ELISA’ principle to quantify procalcitonin
by forming antibody-procalcitonin-antibody complexes. The mechanism of detection of
these complexes is the main difference between these assays. CRP was determined using a
standardized scattering turbidimetric assay from different manufactures according to each
hospital. CRP in a reference population is heavily skewed towards the detection limits of
even highly sensitive assays. The quoted upper reference limits vary depending on assay,
but they are typically between 3 and 10 mg/L.

Criteria for etiological diagnosis of co-infection from respiratory cultures were defined
when pathogens were isolated from quantitative samples of lower respiratory tract. Signifi-
cant cut-offs were considered when the growth of bacteria was >10° colony forming units
(cfu)/mL and >10* cfu/mL for trachea-bronchial aspirates and for bronchoalveolar lavage,
respectively [16]. In the case of isolation of two pathogens in respiratory sample, we only
considered polymicrobial infection if both of the pathogens presented the mentioned sig-
nificant threshold. In non-ventilated patients, conventional sputum was the most common
respiratory sample obtained. Because of its lower sensitivity value, good quality of the
sputum (defined as purulent sputum showing less than ten epithelial cells per 100X field
and more than 25 leukocytes per 100 x field) was required to consider a microorganism as
the causative pathogen of co-infection.

Regarding to co-infection, the isolated pathogens were divided into GPC, GNB, PM
infection, and Aspergillus spp. The serum levels of both biomarkers were also determined
for the most frequent microorganisms.

3.3. Study Definitions

Primary viral pneumonia (PVP) was defined as acute respiratory failure with sug-
gestive signs and symptoms of a lower respiratory tract infection, pulmonary infiltrates
involving at least two lung lobes on the chest X-ray and positive rt-PCR test for influenza
virus, and negative bacterial cultures at ICU admission [17].

Bacterial Co-infection (BC) was diagnosed with one or more positive bacterial or fungal
blood or respiratory cultures, and/or positive urinary antigens (Streptococcus pneumoniae
and Legionella pneumophila) within the first two days of hospital admission [18,19].

Polymicrobial (PM) infections: BC that is caused by two or more infectious agents [20].

The Supplementary Material details other definitions.

3.4. Endpoints

The primary endpoint of our study was to evaluate whether there is an association
between serum PCT and CRP levels at ICU-admission and crude ICU mortality. The
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secondary outcome was to analyze whether either PCT or CRP can predict the causative
pathogens that are responsible for the bacterial coinfection.

3.5. Statistical Analysis

Categorical variables were reported as numbers (%) and differences between groups
were assessed using the Chi-square test and Fisher’s exact test. Continuous variables were
expressed as medians and interquartile range (IQR), and differences between groups were
compared while using Student’s  test or Mann—Whitney U test. A logistic regression
analysis was conducted to identify variables associated with ICU-mortality. The variables
included in the model were those with statistical significance in the univariate analysis and
those with clinical relation with the dependent variable.

Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value, and re-
ceiver operating characteristic (ROC) with area under the curve (AUC) were calculated to
investigate the diagnostic test performance for PCT and CRP to predict Gram-negative or
Gram-positive infection. In a second step, optimal cut-off values were determined by the
Youden'’s index (Youden’s index = sensitivity + specificity — 1). p < 0.05 was considered
to be statistically significant for all tests. The estimated values are presented with 95%
confidence intervals (CIs). All of the analyses were performed using IBM SPSS Statistics
22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

4. Discussion

The main results of this study are twofold: first, in patients with severe influenza
infection, and in those with bacterial co-infection, initial PCT and CRP levels on ICU-
admission were not factors independently associated with the prognosis. Second, our
findings revealed that, although respiratory co-infections due to gram positive bacteria
were associated with higher levels of PCT compared with gram negative infections, none
of the biomarkers were useful in predicting the bacterial etiology of infections.

The assessment of disease severity of patients with community acquired pneumonia
(CAP) is important to optimize treatment and clinical management. Severity scores for CAP
have limitations for clinical use, and they only have moderate sensitivity and specificity
to identify mortality risk [21]. In this regard, measurements of serum biomarkers, such as
PCT, CRP, interleukin-6, neopterin, and pro-adrenomedullin, are useful in the diagnosis
and management of sepsis. In recent years, our knowledge has increased significantly, en-
compassing a broader approach that includes the application of genomics [22], proteomics,
and metabolomics for a better understanding and management of infectious disease [23].
PCT and CRP are the most frequently used biomarkers in clinical practice, and that is why
the present study focuses on both. Serum PCT increases with a greater severity of sepsis
and organ dysfunction and the prognostic value of dynamic changes of PCT in patients
with sepsis has been repeatedly demonstrated [24,25]. As opposed to these reports, the new
international IDSA guidelines do not recommend the use of biomarkers for the initiation of
antimicrobial treatment [26].

Our results concorded with most of the previous studies [27,28] showing that a single
value of procalcitonin, at the time of ICU admission, cannot predict the mortality risk in
critically ill septic patients. Two systematic reviews have been published, showing an
association between procalcitonin on ICU admission and mortality, but the results must
be interpreted very cautiously. Liu D et al. [29] analyzing 23 studies (n = 3994 patients),
reported that elevated PCT concentrations were strongly associated with mortality in adult
patients with sepsis, severe sepsis, and septic shock (RR, 2.60; 95%, CI 2.05-3.30). However,
the diagnostic performance of a single initial PCT value was moderate for predicting
sepsis mortality. More recently, the same author [30] presented a systematic review and
meta-analysis evaluating the prognostic value of PCT in more than 6000 patients with
pneumonia. The authors reported that high PCT levels were associated with an increased
risk of mortality. Nevertheless, a few studies were conducted in critically ill patients, with
a substantial heterogeneity.
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Despite the fact that our results do not show a relationship between the initial value of
PCT at admission and mortality in the ICU, PCT is a highly useful biomarker in the clinical
management of septic patients, both its initial value and its trend during the following
days. The PCT levels on admission are useful for the early diagnosis [6] and prompt
treatment of community acquired pneumonia, and PCT trend is helpful during follow-up
to monitor the evolution of the infection, the response to antibiotic treatment, and to predict
outcome [24,25].

PCT and CRP have been proposed as able to identify different types of pathogens.
Several studies have reported higher PCT concentrations in septic patients with proven
gram negative bacteremia compared with patients with gram positive bacteremia or
fungemia [11,12,31]. Nevertheless, most of the aforementioned studies were analyzing sep-
sis from different sources. Few studies have been conducted in a homogeneous population
such as CAP. Tang JH et al. [32] in a recently published meta-analysis, reported that both
PCT and CRP levels were higher in gram negative compared to gram positive and fungal
infection. However, a selection bias, the limited number, the small sample size, and the
high heterogeneity of published studies mean that the results should be interpreted with
caution. Our results suggest a relationship between PCT levels and causative pathogens,
but the discrimination power of this biomarker to identify the type of microorganism is
low for gram positive and non-existent for gram negative isolations. The association of
gram positive infection with high PCT concentrations is in agreement with another study
that is based on non-bacteraemic respiratory infection [33]. It is also important to consider
that systemic inflammation in sepsis is a complex process. Many studies [34] have reported
different pathways of activation and the initiation of inflammatory cascades in regard to
the etiology. The lower incidence of bacteremia in CAP and the high incidence in urinary
tract infection probably contribute to the observed differences in PCT response seen with
either gram positive or negative infections.

To the best of our knowledge, our study is one of the largest published to evaluate
the prognostic value and diagnostic accuracy of PCT in critically ill patients. The main
strengths of this analysis are that it is conducted on a homogeneous population with a
respiratory source of infection, a high number of critically ill patients from multiples sites,
and excluding patients with high inflammatory status from a non-infectious origin, such
as pancreatitis, trauma, or major surgery, which have been repeatedly reporting increased
procalcitonin levels.

However, our study has some limitations. First, the blood samples were positive from
only few patients, so it is difficult to compare results with most of the previous studies that
are based on infections with positive blood cultures. Second, the study was conducted in
critically ill patients with respiratory sepsis and septic shock; therefore, the results cannot
be extrapolated to hospitalized patients with other sources of infection. Third, Aspergillus
spp. isolation may correspond to colonization or infection, because a definitive diagnosis
of invasive disease was not considered. However, the mortality rate in patients with
Aspergillus spp. co-infection of 50%, similar to previously published results [35], suggests
that it could be an infection rather than colonization.

In summary, a single initial serum measurement of the biomarkers (PCT and CRP)
have a limited value to predict mortality in critically ill patients with influenza pneumonia.
In this population, none of the biomarkers presented an adequate predictive value to
determine the causative pathogen that is responsible for co-infection, so it should not be
used to tailor empiric antimicrobial therapy.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/
10.3390/ antibiotics10040350/s1, Supplemental Methods, Figure S1: Box plot of serum PCT and
CRP concentration by the most frequent isolated microorganisms, Figure S2: Receiver operating
characteristic curve for PCT to discriminate GP from GN pneumonia, Table S1: Cut-off levels for
procalcitonin to predict GPC respiratory infection, Table S2: Characteristics of survivors and non-
survivors in the study groups.
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from February 2020 to June 2020, whereas the second /third waves occurred from July 2020 to March 2021. The  |31epe2021.100243
primary outcome was ICU mortality between study periods. Mortality predictors and differences in mortality

between COVID-19 waves were identified using logistic regression.

Findings As of March 2021, the participating ICUs had induded 3795 COVID-19 pneumonia patients, 2479 (65-3%) and
1316 (34-7%) belonging to the first and second/third waves, respectively. Illness severity scores predicting mortality were

**Corresponding author: Gerard Moreno MD, Dr Mallafré Guasch Street, fi 4, 43007, Tarragona, Spain.
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lower in the second/third waves compared with the first wave according with the Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation system (median APACHE II score 12 [IQR 9—16] vs 14 [IQR 10—19)) and the organ failure assessment score
(median SOFA 4 [3—06] vs 5 [3—7], p<o-oo1). The need of invasive mechanical ventilation was high (76-1%) during the
whole study period. However, a significant increase in the use of high flow nasal cannula (48-7% vs 18-2%, p<o-oo1)
was found in the second/third waves compared with the first surge. Significant changes on treatments prescribed were
also observed, highlighting the remarkable increase on the use of corticosteroids to up to 95.9% in the second/third
waves. A significant reduction on the use of todlizumab was found during the study (first wave 28-9% vs second /third
waves 6-2%, p<o-oor), and a negligible administration of lopinavir/ritonavir, hydroxychloroquine, and interferon during
the second/third waves compared with the first wave. Overall ICU mortality was 30-7% (n = 1166), without significant dif-
ferences between study periods (first wave 31-7% vs second /third waves 28-8%, p= 0-06). No significant differences were
found in ICU mortality between waves according to age subsets except for the subgroup of 61—75 years of age, in whom
a reduced unadjusted ICU mortality was observed in the second/third waves (first 38-7% vs second/third 34-0%,
p = 0-048). Non-survivors were older, with higher severity of the disease, had more comorbidities, and developed more
complications. After adjusting for confounding factors through a multivariable analysis, no significant association was
found between the COVID-19 waves and mortality (OR 0-81, 95% CI 0-64—1-03; p = 0-09). Ventilator-associated pneu-
monia rate increased significantly during the second/third waves and it was independently assodated with ICU mortality
(OR 1:48, 95% CI 1:19—1-85, p<o-001). Nevertheless, a significant reduction both in the ICU and hospital length of stay
in survivors was observed during the second/third waves.

Interpretation Despite substantial changes on supportive care and management, we did not find significant
improvement on case-fatality rates among critical COVID-19 pneumonia patients.

Funding Ricardo Barri Casanovas Foundation (RBCF2020) and SEMICYUC.
Copyright © 2021 The Author(s). Published by Elsevier Ltd. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http:/ /creativecommons.org/licenses /by-nc-nd/4.0/)

ischemic heart disease, immunosuppression, D-dimer, C-
reactive protein, number of pulmonary infiltrates on

Research in context

Evidence before this study

We searched PubMed for original peer-reviewed studies
(from February 2020 and June 2021) investigating the
trends in mortality and changes in critical care practices
between pandemic waves in COVID-19 patients admit-
ted to the intensive care unit (ICU), using the terms
‘coronavirus  disease 2019, ‘covid-19, ‘mortality
changes’, ‘wave comparison’, and ‘critically ill. Data
about trends in mortality throughout the COVID-19 pan-
demic among critically ill patients is scarce. Most avail-
able data describe trends in mortality during short study
timeframes. We found no large-scale studies involving
COVID-19 patients admitted to the ICU during the entire
first year of the pandemic, evaluating the differences in
outcomes between different waves.

Added value of this study

In a multicentre cohort study conducted in three coun-
tries in Europe among critically il COVID-19 patients with
pneumonia over the first year of the pandemic, we did
not find significant differences in ICU mortality between
the first wave and the second/third waves, despite the
improvement in clinical experience along with changes

chest radiograph, mild and moderate ARDS, HFNC failure,
invasive mechanical ventilation, VAP, acute kidney injury,
and myocardial dysfunction. Case-fatality rates during
the second and third waves seemed to be higher in
months with higher incidence of patients admitted to
the participant 1CUs, suggesting that the ICU demand
and ICU bed capacity may be associated with outcomes.

Implications of all available evidence

No substantial reduction in mortality rates has been
observed between the first and second/third waves of the
pandemic among severely ill patients. These findings have
major implications for the fields of aitical care and public
health, because most of previous sdentific research observ-
ing a decline in case-fatality rates were conducted within
shorter study periods with different peaks of admissions
rather than between waves, where lower ICU overload may
affect the observed outcomes. Further research is needed
to improve survival in critical care patients with COVID-19
and it is imperative to investigate how ICU demand may
affect negatively the outcomes and to identify strategies to
prevent healthcare system overload in the following waves.

Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) continues to
be a major health problem causing thousands of deaths
daily worldwide [1], despite the fact that it has been over

in treatment approaches and respiratory support meas-
ures such as the remarkable increase in the use of non-
invasive respiratory support during the second and third
waves. Mortality predictors were the age, SOFA score,
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a year struggling with the disease and the understand-
ing of its pathophysiology continues to grow exponen-
tially to date [2]. The first wave hit health systems firmly
leading hospital and intensive care units (ICUs) to col-
lapse, resulting in large uncertainty regarding the
nature of the new disease and the prognosis. This global
burden of pandemic revealed that countries had scarce
preparedness and resource shortage to confront a pan-
demic such as insuffident ICU beds, ventilators, and
personal protective equipment for health workers [3].

The World Health Organization warned that the
pandemic was unfolding in “one big wave” with no evi-
dence that it followed seasonal variations common to
other viruses. However, the lockdown policies and social
distancing measures fadlitated to partially control the
initial surge. With the subsequent easing in isolation
measures, the spread of the virus increased triggering
the rise in infection rates and the pandemic was back
with the second and third waves [4]. Unlike in the first
wave, where evidence about the COVID-19 was limited,
in the second and third waves sdentific understanding
of the disease heightened and consequently, healthcare
systems engaged in delivering a better medical
response. The experience from the first months of the
pandemic along with the overwhelming amount of sd-
entific evidence to identify mortality risk factors and to
test respiratory support measures and drug’s effective-
ness, allowed the physicians to face the following waves
of the pandemic with greater expertise. Notwithstand-
ing, the mortality among aitical COVID-19 patients
remains unacceptably high [5], and it is undear if the
aforementioned improvements in critical care have truly
changed outcomes.

We aimed to compare trends in mortality between the
first and the second/third waves of the pandemic among
critically ill patients with COVID-19 pneumonia.

Methods

Study design

This was an observational and retrospective cohort study
with prospectively collected data of COVID-19 patients
involving 73 ICUs (seventy-one from Spain, one from
Andorra, and one from Ireland). Between February 22,
2020 and March 11, 2021, consecutive critical COVID-
19 patients were incuded in a large-scale patient data-
base supported by the SEMICYUC (Spanish Society of
Intensive Care Medidne and Coronary Units). The pan-
demic in Spain initiated with the first cases in February,
peaked in March and lasted until June 2020, when
infection rates steadily decreased. Subsequently, on
July, the cumulative incidence of COVID-19 raised pro-
gressively up to 50 cases per 100,000 inhabitants (week
32) [6]. Therefore, the timepoint that separated the end
of the first wave and the beginning of the second wave
was established on July 1, 2020. The persistent
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incidence of cases admitted to the ICU between the sec-
ond and third waves, contributed to a lack of clear time
gap between them, hence the study was divided into
two timeframes: the first wave (from February 2020 to
June 31, 2020) and the second/third waves (from July 1,
2020 to March 31, 2021). The follow-up time was
defined from ICU admission to hospital discharge or
death.

The inclusion criteria were adults admitted to any of
the participating ICU and who met the criteria of
COVID-19 pneumonia and acute respiratory failure.
For the current study, we only excluded subjects with
missing data on outcomes. The referral Ethics Commit-
tee of Joan XXIII Hospital approved the study (IRB#
CEIM/066/2020) and the Committee board at each
participating center approved the inclusion of patients.
The informed consent was waived because all data were
de-identified by removing patient’s name and medical
record number. The study was registered in Clincal-
Trials.gov (NCTo04948242) and followed the Strobe
guidelines (Supplementary material).

Data collection
Demographic and dinical data of the patients participat-
ing in the study were recorded into a case report form.
After anonymizing the data, the forms were sent to the
Study Coordinator and all the information was entered
in the COVID-19 SEMICYUC registry by two different
Data Entry Investigators and validated after data accu-
racy confirmation. Collected data included demographic
characteristics (age, gender, and body mass index),
comorbidities, time course of the illness (dates of the
symptoms onset, diagnosis, hospital admission, and
ICU admission), laboratory test, microbiologic results,
radiological findings, respiratory support (non-invasive
and invasive) at ICU admission and at day one, compli-
cations and organ support measures, treatments used,
and outcomes (Supplementary Table 1). Data on the use
of antithrombotic prophylaxis and anticoagulation were
no collected, even though the recommendations of the
SEMICYUC were followed [7]. Disease severity was eval-
uated at 24 h of ICU admission using the Acute Physiol-
ogy and Chronic Health Evaluation (APACHE) II score
and the Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)
score. Patients with acute respiratory distress syndrome
(ARDS) were classified in mild, moderate and severe
according to the oxygenation impairment if all the crite-
ria of the Berlin definition were met [8]. Clinical practice
decisions such as the indication for intubation, the use
of specific respiratory support devices and treatments
were left to the discretion of the attending physician.
COVID-19 diagnosis was confirmed with a positive
reverse transcription-polymerase chain reaction for
SARS-CoV-2 of collected specimens from the upper
(naso/oropharyngeal swabs) or lower respiratory tract
(tracheal aspirate or bronchoalveolar lavage). COVID-19

250



Articles

Anexos |

pneumonia was diagnosed when individuals developed
dinical signs of pneumonia with acute respiratory fail-
ure and pulmonary involvement with lung infiltrates on
chest imaging [9]. Ventilator-associated pneumonia
(VAP) was diagnosed as a microbiologically confirmed
pneumonia developed in patients under invasive
mechanical ventilation for at least 48 h [10].

Outcomes

Primary outcome was to compare all-cause ICU mortal-
ity between the first and second/third waves. Secondary
outcomes were to compare risk factors associated with
ICU mortality, ICU and hospital length of stay in survi-
vors, mechanical ventilation days, ventilator-free days at
28 days, inddence density of ventilator associated pneu-
monia, and in-hospital mortality in the first versus sec-
ond/third waves.

Statistical analysis

No statistical sample size calculation was made and
sample size was equal to the number of patients admit-
ted to the participating ICUs during the study period.
Categorical variables were presented as frequendes and
percentages, while continuous variables were expressed
as medians (interquartile ranges [IQR]). For baselines
characteristics, differences between groups were
assessed using chi-squared or Fisher’s exact tests for cat-
egorical variables and the Mann-Whitney U test for con-
tinuous variables. Significant differences were
considered if P values were < 0-05 for a two-tailed test.
There were missing data because of the challenges on
data collection during the pandemic and proportions of
missing data are reported in the Supplementary Figure
1. Missing data were not imputed as most of explanatory
variables had very low rate of missing values (lower than
10%). Primary endpoint was investigated through a
binary logistic regression to evaluate the risk factors
associated with ICU mortality incduding the variable of
interest (wave) to assess differences in mortality
between study waves. Factors incduded in the model
were those with statistical significance in the univari-
able analysis. The results of the multivariable analysis
were reported as odds ratios (OR) with the 95% confi-
dence intervals (CI).

To evaluate whether a center effect could alter
observed mortality, a multilevel logistic regression anal-
ysis through a conditional random intercept model was
performed to investigate hospital level or inter-hospital
(as random-effects) variation of ICU mortality [11]. cen-
ter level variation was assessed dlassifying hospital
according the total number of beds (< 200, 200—500,
and >500). The regression coefficients were summa-
rized as the variance with standard deviation (SD) and
the interclass correlation coefficient (ICC).

Ventilator-free days at 28 days were calculated as the
number of days with successful cessation (alive and
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free) from invasive mechanical ventilation (IMV) for at
least 48 h without reintubation in patients who survived
28 days after ICU admission, whereas for patients ven-
tilated 28 days or more, or who died within 28 days
(irrespective of IMV status), ventilator-free days were
zero [12). Results were presented as means with SD.
The inddence density of ventilator-associated pneu-
monia (VAP) for each study period was calculated as fol-
lows: number of episodes of VAP/number of ventilator
days) x 1000 = VAP rate per 1000 ventilator days. Data
analysis were done with SPSS version 24 (IBM Corp.
Armonk, NY, USA) and R software (cran.r-project.org).

Role of the funding source

The funding source had no role in the study design,
data collection, data analysis, interpretation of data, the
writing of the report, or in the decision to submit the
paper for publication.

Results

Between February 22, 2020 to March 11, 2021 a total of
4o11 patients with confirmed COVID-19 pneumonia
were recruited. Two hundred and sixteen patients were
exduded because of missing data on study outcomes. In
total, 3795 patients met the inclusion criteria, of whom
2479 (n = 65-3%) were admitted during the first wave
and 1316 (n = 34-7%) during the second/third waves
(Fig. 1). Clinical characteristics of the cohort and differ-
ences between waves are shown in Table 1. Most
patients were men (70-8%, n = 2686) and the median
age was 64 years (IQR 55—71), with a median APACHE
11 and SOFA scores of 14 (IQR 10—18) and 4 (IQR 3—7),
respectively. Hypertension was the most common
comorbidity (46%, n = 1751), closely followed by obesity
(357%, n = 1356), and diabetes (22-9%, n = 868). High
rate of patients fulfilled the ARDS criteria (n = 2987,
787%) and the median arterial oxygen partial pressure
to fractional inspired oxygen ratio was 122 (IQR 85
—177) mmHg.

Comparison of clinical characteristics and
management between waves

Subjects in the second/third waves had lower illness
severity scores compared with those in the first wave
according to the APACHE II (12 [9—16] vs 14 [IQR 10
—19] p<o-oo1) and SOFA (4 [3—6] vs 5 [IQR 3—7]
p<o-ooi). During the second/third waves, there was
higher incidence of chronic cardiovascular diseases
such as hypertension (49:4% vs 44%, p = 0-04), diabe-
tes (267 vs 20-9%, p<o-oo1), and obesity (42:3% vs
32:2%, p<o-ooi). Patients in the second/third waves
were diagnosed with COVID-19 earlier (4 days [2—6] vs
7 days [4—9] p<o-001) than those in the first wave,
however, the time from symptom onset to either the
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Total ICU admissions
n=4011

i Exclusions (n =216)

i Missing ICU survival (n=1)

i Missing Hospital survival (n = 77)
i Missing ICU length of stay (138)

with pneumonia
n= 3795

Included critical COVID-19 patients

First wave
n=2479

Second/third waves
n=1316

Fig. 1. Flowchart of the study.

hospital or ICU admission did not differ between peri-
ods.

Respiratory support with high flow nasal cannula
(HFNC) significantly increased through the pandemic,
used as the first line of oxygen therapy on admission in
almost half of the patients in the second/third waves
unlike the first wave (48-7% vs 18-2%, p<o-oo1). HFNC
failure was more frequently observed during the second
period (29-2% vs 117%, p<o-oo1), and the time to fail-
ure with HFNC was also longer (48 [13—102] vs 24 [12
—72] hours, p = 0-008). The use of non-invasive
mechanical ventilation was low during the first and the
second/third waves, as well (5:2% vs 6:8%, p = 0-09).
The need of IMV was high during the whole pandemic
(n = 2888, 76-1%) without significant differences
between periods. More than half of the patients
(n =2269, 59-8%) needed prone position due to ARDS,
with a slight reduction in the prone therapy during the
second/third waves (62:4% vs 54-8%, p = 0-001). The
rate of extracorporeal membrane oxygenation remained
low during the study period (n = 81, 2-1%).

Treatments prescribed between study waves were
completely different. There was a large decrease in the
second/third waves in the use of lopinavir/ritonavir,
hydroxychloroquine and interferon (81-2% vs 2:4%,
933 vs 04%, and 37.1% vs 0-2%, respectively;
p<o-oo1) compared with the first wave. A significant
reduction was also found with tocilizumab therapy dur-
ing the second/third phase of the pandemic. Con-
versely, corticosteroid treatment was widely used in
both study periods, although in the second/third wave
almost all patients received corticosteroids.
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The use of vasopressors (42:3% vs 23-3%, p<o0-001),
acute kidney injury (29-2% vs 22-6%, p = 0-008), and
community-acquired respiratory coinfection (9-6% vs
7-6%, p = 0-03) was more frequent in the first wave,
whereas the development of VAP was significantly
higher (24-9% vs 18%, p <o-oo1) in the second/third
waves. We observed many similarities in the dinical
management among countries (Supplementary Tables

2—3).

Mortality analysis

Overall ICU mortality was 30-7% (n = 1166), without
significant differences between waves (Table 2).
Monthly un-adjusted mortality varied over time with a
trend towards an increase when higher incidence of
cases admitted to ICU was observed during second/
third waves, despite that illness severity scores remained
unchanged (Fig. 2). Stratified age-related ICU mortality
showed higher case-fatality rates among adults aged
more than 75 years (Supplementary figure 2). No signif-
icant differences were found in mortality between waves
according to age subsets except for the subgroup of 61
—75 years of age, in whom a reduced unadjusted ICU
mortality was observed in the second/third waves. Non-
survivors were older, with higher severity of the disease,
had more comorbidities, and developed more complica-
tions (Supplementary Table 4) compared with survivors.
After multilevel modeling, no center effect was found
on ICU mortality according to hospital variation (vari-
ance 0-39, SD 0:63; ICC o-10) neither to the hospital
size level (variance o-0o1, SD 0-04; ICC 0-0004). A
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All patients (n = 3795) Firstwave (n = 2479) Second/third waves P value
(n=1316)
General characteristics
Age (years) 64(55-71) 64(55-71) 63(53-71) 0.05
Gender (male) 2686 (70-8%) 1744 (70-4%) 942 (71-6%) 042
BMI (kg/m?) 28(26-32) 28(25-31) 29(26-32) <0-001
Comorbidities
Hypertension 1751 (46-1%) 1101 (44-4%) 650 (49-4%) 0.04
Obesity (>30 Kg/m?) 1356 (35.79) 799 (32:2%) 557 (42:3%) <0-001
Diabetes mellitus 868 (22.9%) 517 (20.9%) 351(26.7%) <0-001
Dyslipidaemia 305 (8%) 227 (9-2%) 78 (5.9%) <0-001
COPD 269 (7-1%) 172 (6-9%) 97 (7-4%) 062
Asthma 245 (6-5%) 161 (6-5%) 84(6-4%) 069
Ischemic heart disease 248 (6-5%) 165 (6-79) 83(6-3%) 068
Immunosuppression 213 (5.6%) 104 (4-29%) 109 (8-3%) <0-001
Chronic kidney disease 203 (5-3%) 114 (4.6%) 89(6-8%) 0.005
chronic heart failure 132(3-5%) 74 (3%) 58 (4-4%) 0.02
Hematological disease 121(3-2%) 86(3-5%) 35(2:7%) 012
Chronic liver disease 25(0-7%) 17(0-7%) 8 (0-6%) 077
Course of illness (days)
Diagnosis gap 6 (3-8 7(4-9) 4(2-6) <0-001
Hospital gap 7 (4-9 7(4-9) 7 (4-9 028
ICU gap 2(0-9 2(0-4) 2(0-4 0.77
Severity of illness
APACHE Il score® 14(10-18) 14(10-19) 12(9-16) <0-001
SOFA score” 4(3-7) 53-7) 4(3-6 <0-001
Pul y infiltrates (quadrants)* 3(2-9 3(2-4) 3(2-9 002
Pa0,/FIO; (mmHg)* 122(85-177) 128 (87-186) 125 (90-180) 032
No ARDS 173 (4-6%) 125 (5%) 48(3-6%) 054
ARDS* 2987 (78.7%) 1889 (76299 1098 (83-4%) <0.001
Mild 476 (12:5%) 310(12:5%) 166 (12:6%) 0.92
Moderate 1470 (38-7%) 912(36.8%) 558 (42:4%) 0.001
Severe 1041 (27-4%) 667 (26:9%) 374 (284%) 032
Unknow ARDS severity* 635 (16:7%) 465 (18-8%) 170 (13%) <0001
Laboratory data*
White blood cells count (10%/ml) 8.7(62-124) 84(6:0-12:2) 9:3(66-13.0) <0-001
C-reactive protein (mg/dl) 14(7-3-22:9) 15(8-3-24-2) 11(6-4-19-2) <0-001
Procalcitonin (ng/mi) 0-21(0-1-0-56) 026 (0-12-063) 0-15 (0-08—0-40) <0-001
D-dimer (ng/ml) 1008 (584-2275) 1100 (608-2781) 891 (549-1744) <0-001
Respiratory support and oxy
cor 576(15-2%) 418 (16:9%) 158(1299) <0-001
Pa0,/FIO; (mmHg) 115 (77-175) 13(75-177) 118 (90-171) 053
HFNC* 1091 (287%) 450 (182%) 641(48.79) <0-001
Pa0,/FIO, (mmHg) 107 (78—148) 100 (74-138) 113 (83-160) <0001
NIv* 219(5-8%) 130 (5-29%) 89(6-8%) 0.09
P20,/FIO, (mmHg) 115 (85-152) 13(78-159) 116 (91-151) 060
Mv* 1788 (47-1%) 1367 (55-19%) 421(329%) <0-001
P20,/FIO, (mmHg) 138 (92-196) 142 (94-200) 125 (90 186) 0.02
MV at24h 2486 (655%) 1701 (69-6%) 785 (59.7%) <0001
Pa0,/FIO; (mmHg) 184 (136-245) 185 (136-246) 178 (136-236) 019
HFNC failure 675 (17-8%) 291 (11.7%) 384 (29.2%) <0-001
Hours of failure 36(12-96) 24 (12-72) 48(13-102) 0.008
Unk support at 121(3.2%) 111 (4.4%) 7 (0-5%) <0-001
Prone position 2269 (59-8%) 1548 (62.4%) 721 (54-8%) <0-001
ECMO 81(2:1%) 51(2:1%) 30(2:3%) 064
(continued)
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lfabk 1 (Continued)
All patients (n = 3795) First wave (n = 2479) Second/third waves P value
(n=1316)
Organ failure and complications
Invasive mechanical ventilation 2888 (76-1%) 1958 (79%) 930 (70-7%6) 023
Shock* 1355(35-7%) 1049 (42-3%) 306 (23-3%) <0-001
Acute kidney injury* 1021 (26-8%) 723 (29-2%) 298 (22-6%) 0-008
Myocardial dysfunction* 358 (9-4%) 245 (9-9%) 113 (8-6%) 023
CARC* 339 (8-9%) 239(9-6%) 100 (7-6%) 003
Ventilator-associated pneumonia 775 (20-4%) 446 (18%) 328 (24-9%) <0-001
Treatments*
Antibiotics 3114(82.1%) 2308 (93199 806 (61-2%) <0-001
Corticosteroids 2706 (71-3%) 1444 (5829 1262 (95-9%) <0-001
Tocilizumab 798 (21%) 716 (28-9%) 82(6-2%) <0-001
Remdesivir 254 (6-79%) 42 (1-7%) 212 (16.1%) <0-001
Lopinavir/ritonavir 2044 (53.9%) 2013(81-2%) 31(2:4%) <0-001
Hydroxychloroquine 2317 (61-1%) 2312(93-3%) 5(0-4%) <0-001
Interferon beta 922 (24-3%) 920 (37-1%) 2(0-2%) <0-001
Table 1:Baseline characteristics and comparison between the first and second/third waves of COVID-19 patients with pneumonia
admitted in ICU. Data are expressed as bers (%) or medians (IQR). Diagnosis gap is the time between the symptom onset and
¢onﬁm¢ddlgnosis.uospiulgmislhcﬁmt the symp onset and hospital admission. ICU gap is the time between hospital
ion and ICU admissi
ICU, intensive care unit; BMI, body mass index; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; APACHE, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA,
Sequential Organ Assessment Failure; PaO,/FiO, arterial oxygen partial pressure to frxuonal msplred oxygen ratio; ARDS, acute respiratory distress syndrome;
COoT, cmvemwml oxygen therapy; HFNC high ﬁmv mul la; NIV, IMV, invasive mechanical ventilation; ECMO, extracorporeal
s CARC, coinfecti
* Calculated as the worst value within the ﬁls!14hoflCU admission.
® Calculated within the first 24 h of ICU admission.
* Atadmission.
* The severity is unknown due to missingdata on PaO,/FiO, values.
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Fig. 2. Monthly incidence of ICU case-fatality rates throughout the pandemic between waves. Data represents N° deaths/Total N°
admitted cases. Observed mortality increased during the first months in the second/third waves (August to November) when the
incidence of cases admitted to the ICU raised up, despite that severity scores (APACHE Il and SOFA scores) remained unchanged.
ICU, Intensive Care Unit; APACHE, Acute Physiology And Chronic Health Evaluation; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment.
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Risk Factors OR (95% CI) P
Mild ARDS é 0:59[0-40-0'87) 0009
Moderale ARDS —_—————— : 0'65[0-47-088] 0006
COVID-19 Wave —_— i 081[064-1:03] 009
Hospital gap »oa 0:97[094- 1:01] 017
Remdesivie : 098 [0-65— 1-47] 093
Diagnosis gap ot 0-98[0-95-1-02] 029
Disbetes mellstus —_— 1:00(0-80- 1:26] 094
APACHEI & 1:00(0-99-1:02) 040
D-dimer ¢ 1-00{1-00-1-00] 003
CRP » 1:01 {101 - 1-01] 0:002
Shock »—L0—1 103[081 - 1:29] 080
sofn o 106102 1:22] 0004
Age ‘e 160105 1-07] <0001
Hypeneasion —_— 1-09[0-89- 1-35] 038
Gender (male) —_— 1112[089- 1:39] 031
Pulmonary infiltraes e 113102 1:26] 002
Severe ARDS : 116084 1:58] 037
Chronic kidney disease . 119(0-79- 1-80) 038
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Fig. 3. Forest plot of the logistic regression analysis with ICU mortality predictors. Hospital gap was the time between the symptom
onset and hospital admission. Diagnosis gap was the time between the symptom onset and the confirmation of COVID-19 diagnoses.
OR, Odds ratio; ARDS, acute respiratory distress syndrome; APACHE, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; CRP, C-reactive
protein; sofa, Sequential Organ Failure Assessment; CARC, Community-acquired respiratory co-infection, COPD, chronic obstructive pul-
monary disease; VAP, ventilator-associated pneumonia; HFNC, high flow nasal cannula; IMV, invasive mechanical ventilation.

sensitivity analysis focused only on Spanish hospitals
showed consistency of the results, since no center effect
was found.

In the multivariate analysis (Fig. 3), the factors inde-
pendently associated with ICU mortality were the age
(OR 106, 95% CI 1-05—1-07, p<0-00I1), immunosup-
pression (OR 2-05, 95% CI 1:39—2-99; p<0-001), ische-
mic heart disease (OR 165, 95% CI 114—237,
p = 0-007), SOFA score (OR 106, 95% CI 1-02—1-11;
p=0-004), number of pulmonary infiltrates on the chest
radiograph (OR 113, 95% CI 1:02—1-26; p = 0-02), mild
ARDS (OR 0-59, 95% CI 0-40—0-87; p = 0-009), moder-
ate ARDS (OR o0-65, 95% CI 0-47—0-88, p = 0-000), b-
dimer (OR 1.00, 95% CI 1-00—1-00; p = 0-03), Creactive
protein (OR 101, 95% CI 1-01—1-02; p = 0-002), invasive
mechanical ventilation (OR 2-24, 95% CI 171—2-89;
p<o-oor), acute kidney injury (OR 2:69, 95% CI 2-17
—3-34, p<o-oo1), myocardial dysfunction (OR 2-70, 95%
CI 2-01—3-64, p<o-001), ventilator-assodated pneumo-
nia (OR 1:48, 95% CI 1-19—1-85, p<o-oo01), and HFNC
failure (OR 174, 95% CI 1-29—2-34; p<o-001). After con-
founding adjustment, no significant assodation was
found between ICU mortality and COVID-19 waves (OR
0-81, 95% CI 0-64—1-03; p = 0-09, Fig. 3).
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Secondary outcomes

An incaease in the inddence density of VAP was
observed from 12-0 in the first wave to 16-5 episodes per
1000 days of mechanical ventilation in the second/
third waves. The causative microorganisms of VAP are
shown in Supplementary Table 5. Pseudomonas aerugi-
nosa was the most common pathogen isolated from the
respiratory samples, almost in one third of the patients
with VAP during the study period. Aspergillus spp. was
responsible of the infection etiology in 50 (6-5%)
patients diagnosed with VAP, with a significant increase
of this isolation during the second/third waves (3-8% vs
10%, p<0-00I).

There was a reduction in the LOS in the second/
third waves compared to the first wave among survi-
vors (median ICU LOS 12 [IQR 7—27] vs 15 [IQR 8
—29], p<o-oor; hospital LOS 24 [IQR 15—41] vs 31
[IQR 20—48], p<o-oo1). Unadjusted in-hospital mor-
tality was lower in the second/third waves but, after
adjusting for confounding factors these differences
were no longer observed (COVID-19 wave OR 0-83,
95% CI 0-67—1-04; p = o-10 in the Supplementary
Table 6—7). The remaining secondary outcomes are
shown in Table 2.
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All patients (n = 3795) First wave (n = 2479) Second/third waves (n = 1316) P value
Outcomes
ICULOS (days)
Survivors 14 (7-9) 15 (8—29) 12(7-27) <0001
Non-survivors 16 (8—26) 15 (8-25) 19(12-29) <0001
Hospital LOS (days)
Survivors 28 (18—-46) 31 (20-48) 24(15-41) <0-001
Non-survivors 19 (11-30) 18 (9-29) 23(14-32) <0001
Hospital LOS (days) 19(11-30) 18(9-29) 23 (14-32) <0-001
Duration of MV (days)* 15(9-27) 15(9-27) 15 (8-32) 0-02
VFD-28 (days) 7-3(+8.9) 73(+8-8) 7 (£91) 048
ICU mortality 1166 (30-7%) 787 (31-7%) 379(28-8%) 0-06
Hospital mortality 1234(32.5%) 834 (33-6%) 400 (30-4%) 0-04
Table 2: Comparison of clinical outcomes between the first and d/third waves g COVID-19 pati with p ia admitted to.
the ICU. Data are expr das bers (%) or medians (IQR).
ICU, Intensive Care Unit; LOS, length of stay; MV, mechanicl ventilation; VFD, Ventilator-freeat 28 days.
* In patients under invasive mechanicl ventilation.

Discussion

In this multicentre cohort study of critical COVID-19
patients with pneumonia, we did not find differences in
the mortality rates between the first and second/third
waves during the first year of the pandemic. These
results have been observed after adjusting for several
confounding factors. Although critical care practices
have substantially changed during the study period,
case-fatality rates among patients admitted to the ICU
remain unaltered and high.

Our findings differ from those reported previously, in
which a dedine in mortality was observed over time
using different outcomes and time periods [13—18].
Potential explanations of mortality reduction have been
suggested, such as better healthcare organization avoid-
ing the ICU overload, improvements in critical care man-
agement with changes in respiratory support and
treatment approaches, presence of less virulence circulat-
ing virus strains, and changes in patient’s characteristics
with different predictors of mortality. Most of these stud-
ies incude case-mixes from the ward and critical care
units, where the range of fatality rates is considerably dif-
ferent and thereby potential selection bias could be pres-
ent. Contrary, other authors did not find differences in
inpatient mortality after propensity score matching,
remaining as high in the first as in the second wave [19].

Two large multicentre cohort studies focused on crit-
ically ill patients with COVID-19 also reported a
decrease of the mortality over time. The study reported
by Kurtz and colleagues [20] conducted in Brazil, found
a reduction in Go-day in-hospital mortality in the last
two periods of the eightmonth study. However, the
overall 6o-day mortality was surprisingly low compared
with ICU patients in our study suggesting that those
patients were clearly distinct populations. Notably, Go-
day mortality among invasive mechanically ventilated
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patients remained above 50% during the four periods of
the study with no apparent decrease. In fact, in our
cohort, where three out of four patients received IMV,
the ICU mortality rate was not different between waves.
A reduction in the go-day mortality has also been
observed over time in critically ill COVID-19 patients in
a multicentre study conducted in three European coun-
tries with a more similar population to our study [21].
Nevertheless, these findings were based on the unad-
justed go-day mortality within a four-month study
period. Actually, we found a decrease in the unadjusted
in-hospital mortality during the second/third waves
compared with the first wave, differences that no longer
were observed after adjusting for numerous confound-
ing factors. In spite of the fact that no significant differ-
ences on mortality were found after adjusting for
confounding, the trend toward a decrease both in the
un-adjusted hospital mortality and ICU mortality in the
subset of age between 61 and 75 years, suggest that
some clinical/practical changes in the case-fatality rates
could be present.

The changes in the mortality rates during the course
of the pandemic around the world could be difficult to
interpret due to the fact that COVID-19 waves occurred
in different stages, periods of time, and among patients
with diverse underlying medical conditions [22]. For
instance, African continent countries had experienced
more severe second wave than the first [23]. Moreover,
recent studies have reported association of increased
mortality with hospital load [24] and strains on critical
care capacity.[25] Likewise, our data showed oscillations
on the mortality rates over time with a trend toward
higher ICU-mortality rates when higher incddence of
cases admitted to the ICU was observed during the pan-
demic. These findings could affect the observed
rebound of ICU mortality around 30% during the
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second /third waves in months when the ICU bed capac-
ity peaked above 25% in Spain indicating extreme risk
level (in late October to the end of November 2020 and
January to February 2021) [26]. Better understanding
on how ICU demand in periods with health-care system
overload may be associated with increased mortality
among critically ill patients warrants further dinical
research. Therefore, investigating the changes of mor-
tality over time should also be evaluated between waves,
when the rapid surge of patients could affect negatively
patient’s outcomes. The cornerstone to control the pan-
demic and mortality rates are the widespread adminis-
tration of vaccines. The start of the vaccination program
in Spain was on December 27, 2020, hence at the end
of the study follow up the rate of national immunization
still was extremely low. To explore the consequences of
vaccination on mortality rates is mandatory in the near
future.

We further identified case-fatality independent pre-
dictors such as the age, SOFA score, ischemic heart dis-
ease, immunosuppression, p-dimer, C-reactive protein,
number of pulmonary infiltrates on chest radiograph,
mild and moderate ARDS, HFNC failure, invasive
mechanical ventilation, VAP, acute kidney injury, and
myocardial dysfunction. These results coincide with
those mortality risk factors observed in other studies of
aitical COVID-19 patients [20,21,27]. Our analysis
showed some differences in patient’s characteristics
during the second/third waves such as lower illness
severity scores and higher rates of underlying cardiovas-
cular disease, but these factors were not found as inde-
pendent predictors of mortality. Nevertheless, the
appearance of immunosuppression, community-
acquired respiratory co-infection and longer timeframe
from hospital to ICU admission, definitely contributed
to higher mortality in the second/third waves.

A notable increase of the use of non-invasive respira-
tory support (NIRS) as the first line therapy has been
recognized throughout the pandemic, similar to previ-
ous data [13,20,28]. Specifically, the HFNC was used
upon admission almost in half of subjects in the sec-
ond /third waves compared with the 18% during the
first. Observational data suggested benefit from the use
of HFNC with an increase in ventilator-free days and
reduction in ICU length of stay compared to early initia-
tion of invasive mechanical ventilation [29]. However,
among the users of such respiratory support, the rate of
HFNC failure was around 60% of cases over the pan-
demic and the time to failure was 24 h longer during
the second/third compared with the first wave. While
the increasing use of NIRS appears to be evident and
potential impact on outcomes are currently under inves-
tigation through ongoing trials (NCTo4424836,
NCT04668196), whether the HFNC failure could affect
negatively in clinically relevant outcomes warrant fur-
ther research and to identify concrete predictors of
NIRS failure might help clinidans in daily practice [30].
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Not only significant changes on the respiratory sup-
port were found between the study periods but also sub-
stantial changes on treatment used to combat the virus.
Important increase on the use of corticosteroids to up to
95% of patients in the second/third waves was observed
since the release on July 2020, of the results of the
RECOVERY trial in which a reduction in 28-day mortal-
ity was found in patients with acute respiratory failure
among those who were receiving either invasive
mechanical ventilation or oxygen alone [31]. Lower use
of todlizumab and remdesivir was found due to lack of
benefit on survival from RCTs among severe COVID-19
patients [32,33]. Notwithstanding, a recent RCT also con-
ducted by the RECOVERY Collaborative group [34] have
reported that tocilizumab improved survival in hospital-
ized patients with COVID-19 with hypoxia and systemic
inflammation regardless of the amount of respiratory
support. Future changes beyond these results could
yield an upturn of the use of tocilizumab in the follow-
ing months.

Possible explanations for the lack of improvement in
survival in our study may be the insuffident knowledge
of the disease (for instance the better respiratory sup-
port management), the shortage of some effective anti-
viral treatment, and the alleged inability of the health
systems to control the ICU capacity strain resulting
from increased patient volume during the peaks of the
waves. Moreover, the significant reduction on the use of
tocilizumab during the second/third could be an addi-
tional reason for the incessant mortality, since the
results of the RECOVERY trial [34] were released in
May 2021, beyond the end of the third wave of the pan-
demic in Spain.

It is worth mentioning that the administration of
antibiotics on ICU admission was markedly high
despite the viral etiology of the disease besides the lower
incidence of CARC. The overuse and wrong consump-
tion of antibiotics could lead to catastrophic effects on
antimicrobial resistance hence, even during a pan-
demic, antibiotics should be reasonably used. As one of
the biggest threats to global health which yields a major
concern, current control policies to handle multidrug
resistant microorganisms and prioritization of antibiotic
stewardship programs are mandatory [35]. A further
important finding of the study was that the incidence
density of VAP significantly raised up to 16-5 episodes
per 1000 days of mechanical ventilation during the sec-
ond/third waves, an issue that could impact on out-
comes as it has been assodated with increased 28-day
mortality rates and longer mechanical ventilation dura-
tion and ICU length of stay in SARS-CoV-2 patients
[36]. These results coincide with ours since VAP was
independently associated with incareased ICU mortality
(OR 148, 95% CI 1-19—1-85; p<o-001). The observed
increase on the inddence of VAP during the second/
third wave could be explained by the higher incidence
of immunosuppression, higher rate of ARDS with a
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trend toward longer duration of mechanical ventilation
along with common use of corticosteroids.

Strengths of this study are the large number of
critically ill COVID-19 patients included, the multi-
centre design and the comparison of the adjusted
mortality rates between pandemic waves within a one
year-study period. Nevertheless, some limitations
should be acknowledged. First, the observational
nature of the study implies that possible unmeasured
confounders could affect the outcomes. Second, the
study was conducted in three countries in Europe
(mostly in Spain), therefore, the results may not be
extrapolated to other world regions. Moreover, only
one ICU from Ireland contributed in the inclusion of
patients, which implies that clinical management
might not reflect the critical care practices across the
entire country. Nevertheless, we observed many com-
parable medical attitudes in the management of
patients among the three countries. Third, the study
evolved in 73 different ICUs which might entail dif-
ferent criteria for the respiratory support manage-
ment and therapeutic attitudes. However, we found
similarities of these management approaches and
medical skills in other studies, which entails that rou-
tinary critical care practices have been carried out.
Further, we assessed the possible center effect on
ICU mortality, accounting for chance imbalances
between centres and providing firmer results. Fourth,
we could not assess the association of the ICU over-
load and mortality due to lack of data regarding the
ICU bed capacity and expansion. However, we
observed variations in ICU mortality depending on
the monthly cumulative incidence of admitted cases.
Fifth, longer follow up such as 6o or go-day mortality
were not evaluated. Reporting short-term end-points
is not enough and the investigation of long-term out-
comes can be highly important in critical care setting.
Sixth, the study period has been conducted before the
broad implementation of vaccination programs and
global immunization may contribute to substantial
reduction in case-fatality rates. Seventh, we focused
on all-cause ICU mortality. To be able to better inter-
pret mortality rates, more data of the specific causes
of death in COVID-19 are needed. Eighth, missing
data in our study is acknowledged. The impact of
missing data on clinical research can be serious, lead-
ing to biased results and decreased statistical power.
However, there were no missing data on the primary
or secondary end-points, and missing values were low
for the most of explanatory variables. Finally, we did
not collect data from the current circulating virus
strains which also could alter the results.

In conclusion, despite the improvement in clinical
experience and growing knowledge for the management
of this challenging infectious disease along with changes
in therapy approaches and respiratory support measures,
we did not find significant differences between waves
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neither in the ICU nor in-hospital mortality after
accounting for several confounding factors. It is impera-
tive to continue striving to develop more effective treat-
ments, apart from investigating the optimal supportive
care measures to enhance outcomes among critically ill
COVID-19 patients during the following waves.
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