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Resumen

La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) se asocia con una mayor mortalidad
en pacientes con neumonia adquirida en la comunidad (NAC). En este trabajo se comparan
los valores plasmaticos de 9 citocinas en 10 pacientes ingresados en nuestro hospital por
NAC diagnosticados previamente de EPOC y 10 pacientes también ingresados por NAC pero
sin EPOC. Para ello se utilizd el equipo Th1/Th2 para deteccion multiple de citocinas de
Biorad sobre una plataforma Luminex. Al ingreso, los pacientes con EPOC mostraron unos
valores significativamente menores de interleucina-2, GM-CSF e IFN-y que los pacientes sin
EPOC. Estos mediadores contribuyen en gran manera a la inmunidad adaptativa y a la
activacion de linfocitos T, por lo que su menor concentracion en plasma sugiere la
existencia de una respuesta inmune empeorada en los pacientes con EPOC que presentan
una NAC. Esta respuesta empeorada podria contribuir a explicar el aumento de mortalidad
en estos pacientes. Nuestros resultados muestran también la utilidad de las técnicas
multiplex para la deteccion simultanea de varios mediadores en la misma muestra en
estudios de investigacion clinica.
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Comparison of plasma cytokines using a multiplex technique in patients with
community acquired pneumonia with or without COPD

Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is associated with increased mortality in
patients with community acquired pneumonia (CAP). In this work we have compared the
plasma levels of 9 cytokines in 10 patients admitted to our hospital with CAP and a previous
diagnosis of COPD against the levels of 10 patients with CAP and no COPD. For this we used
the Biorad TM Th1/Th2 kit for multiple detection of cytokines on a Luminex platform. At
admission, patients with COPD showed significantly lower levels of IL-2, GM-CSF and IFN-y
than patients with no COPD. These mediators are key contributors to adaptive immunity
and to T cell activation. As a result, their concentration in plasma suggests an impaired
immune response in those patients with COPD suffering from CAP. This impaired response
could help to explain the increased mortality observed in these patients. Our results also
show the usefulness of multiplex methods for simultaneous detection of several mediators

in the same sample in clinical research studies.
© 2008 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Recientemente se ha descrito la asociacion entre enferme-
dad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y el incremento de
la mortalidad en pacientes con neumonia adquirida en la
comunidad (NAC)'. Asimismo, hay evidencias cada vez
mayores que han identificado respuestas inmunologicas
empeoradas y un incremento en la susceptibilidad a las
infecciones del tracto respiratorio inferior en pacientes con
EPOC. Por ejemplo, los macrdfagos alveolares de pacientes
con EPOC presentan respuestas defectivas a antigenos de
Haemophilus influenzae®. Los pacientes con EPOC muestran
también una quimiotaxis empeorada de neutrofilos asi como
respuestas deficientes de inmunidad celular sistémica>*. El
objetivo de nuestro estudio fue comparar los valores
plasmaticos de 9 citocinas en 10 pacientes con NAC y
diagnostico previo de EPOC frente a los valores de estas
citocinas en 10 pacientes con NAC sin EPOC.

Métodos
Pacientes

El estudio se realizd entre el 1 de febrero y el 1 de abril de
2007 en el Servicio de Medicina Interna del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid. Se incluyeron en él los primeros
10 pacientes ingresados por NAC con diagnostico previo de
EPOC (grupo 1) y los primeros 10 pacientes ingresados con
NAC pero sin diagnoéstico de EPOC (grupo 2). El diagnostico
de neumonia adquirida en la comunidad se establecio
cuando el paciente cumplia los siguientes criterios: apari-
cion de un nuevo infiltrado en la radiografia de térax mas al
menos 1 de los siguientes sintomas de infeccion del tracto
respiratorio inferior: fiebre > 37,8°C, tos, esputo, disnea,
dolor pleuritico, leucocitosis y confusion mental®. Los
pacientes con EPOC habian sido previamente diagnosticados
de esta enfermedad en el Servicio de Medicina Interna de
nuestro hospital de acuerdo a la ““iniciativa global para los

criterios diagnosticos de la enfermedad pulmonar obstructi-
va cronica”®. El estudio se realizo bajo los criterios éticos de
la Declaracion de Helsinki. En todos los casos se solicito al
paciente un consentimiento informado por escrito antes de
su inclusion en el estudio. Ademas, se obtuvo la aprobacion
del comité de ética para la investigacion clinica de nuestro
hospital antes del comienzo del estudio.

Diagnoéstico microbiolégico

Se realizé la tincion de Gram a las muestras de esputo y de
secreciones traqueales utilizando los medios habituales de
cultivo (agar sangre, agar chocolate o agar McConkey). La
identificacion bacteriana se realizé por métodos estandar’.

Medicion de citocinas

Al ingreso, se recogi6 una muestra de sangre en tubos EDTA-
vacutainer. Los plasmas se obtuvieron tras centrifugacion
apropiada y fueron congelados a —70 °C hasta que tuvo lugar
la deteccion de las citocinas. Se midieron 9 citocinas en los
plasmas utilizando un ensayo multiplex (Biorad, Hercules,
CA, USA) sobre una plataforma Luminex (Austin, TX, USA).
Los ensayos Bio-Plex para citocinas estan basados en un
formato de inmunoanalisis en sandwich. El anticuerpo
especifico de cada citocina es unido de forma covalente a
esferas de polestireno codificadas por color. Las bolitas con
el anticuerpo unido se mezclan en una placa de 96 pocillos
fenestrada en el fondo con la muestra que contiene una
cantidad desconocida de citocina y, alternativamente, con
una solucion estandar que contiene una cantidad conocida
de citocina. Después de realizar una serie de lavados
mediante el uso de una bomba de vacio con el fin de
desechar la proteina no unida, se procede a la adicion de un
anticuerpo biotinilado especifico de un epitopo diferente de
la citocina. La mezcla de reaccion se detecta mediante la
adicion de estreptavidina-ficoeritrina, la cual se une a los
anticuerpos biotinilados. El contenido de cada pocillo se
adquiere en una plataforma Luminex usando el software de
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Bio-Rad, el cual identifica y cuantifica cada reaccion
especifica basada en el color de la bolita y la fluorescencia
emitida. Las concentraciones desconocidas de citocinas se
calculan por el software Bio-Plex ManagerTM, utilizando una
curva estandar derivada de los estandares recombinantes
que se sirven con el equipo. Los limites de deteccion (pg/ml)
de la técnica para las 9 citocinas fueron los siguientes:
interleucina (IL)-2 (1,5); IL-4 (0,32); IL-5 (3,48); IL-10 (3,28);
IL12p70 (2,77); IL-13 (0,55); GM-CSF (0,55); interferon (IFN)-
v (13,02); factor de necrosis tumoral (TNF)a (3,8). A los
valores por debajo del limite de deteccion se les asigno el
limite de deteccion.

Estadistica

El analisis estadistico se realizo utilizando el software SPSS
15.0 para Windows. Las diferencias en los valores de
mediadores entre grupos se evaluaron utilizando el test de
Mann-Whitney. Las asociaciones entre las concentraciones
de citocinas y la saturacion de oxigeno se estudiaron
calculando el coeficiente de correlacion de Spearman-
Karber. El nivel de significacion se fijo en p = 0,05.

Resultados y discusion

No se encontraron diferencias significativas en edad entre
los 2 grupos (media [desviacion tipica]) (grupo 1: 72,3
[10,3]; grupo 2: 63,5 [16,9]). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en la duracion del periodo de
hospitalizacion (grupo 1: 13,8 [5,6]; grupo 2: 10,7 [2,3]). Por
el contrario, los pacientes del grupo 1 mostraron valores
saturacion de O, al ingreso significativamente menores
(fig. 1). Se encontro un patdégeno causal en el 50% de los
pacientes del grupo 1 (1 caso de Acinetobacter baumannii,

1 caso de S. pneumoniae, 1 caso de Staphylococcus aureus,
1 caso de Pseudomonas aeruginosa y, finalmente, 1 caso de
coinfeccion por A. baumannii+P. aeruginosa). En el caso del
grupo 2, solamente se identifico un patogeno causal en 1
paciente (1 caso de S. aureus). Los valores de IL-5, IL-10, IL-
12p70 e IL-13 estuvieron por debajo del limite de deteccion
para cada una de estas citocinas y, por tanto, estos
mediadores fueron excluidos de las comparaciones entre el
grupo 1y el grupo 2. Los valores de IL-2, GM-CSF e IFN-y
fueron significativamente menores en los pacientes del
grupo 1 (NAC con EPOC) que en los pacientes del grupo 2
(NAC sin EPOC). No se encontraron diferencias entre
los 2 grupos en las concentraciones de IL-4 ni de TNFa
No se encontré correlacion alguna entre los valores de
las citocinas detectables y la saturacion de O, de los
pacientes, saturacion medida al ingreso por pulsioximetria
convencional.

Los resultados de este estudio apuntan a la existencia de
respuestas deficientes a la infeccion en los enfermos que
presentan NAC y EPOC. EL GM-CSF es un corregulador clave
de la intensidad y persistencia de la sefalizacion inflama-
toria®. EL GM-CSF prima a neutréfilos y monocitos, e induce
la secrecion de citocinas y quimiocinas proinflamatorias.
Ademas, GM-CSF juega un papel central en la interconexion
entre la inmunidad innata y la adquirida. Al igual que GM-
CSF, el IFN-y es un contribuyente clave de la inmunidad
adaptativa, especialmente de las respuestas T-helper 1°.
Finalmente, la IL-2 juega un papel muy importante en la
activacion de los linfocitos T. La IL-2 estimula el crecimien-
to, la diferenciacion y la supervivencia de los linfocitos
T-citotoxicos seleccionados por el antigeno'®. En consecuen-
cia, los valores relativamente menores de IL-2, GM-CSF e
IFN-y en pacientes con NAC y diagnostico previo de EPOC
respecto a los que no presentan EPOC, pudiera reflejar la
existencia de problemas por parte de los primeros para
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Figura 1

Comparacion de las concentraciones de citocinas en plasma (pg/ml) y de la saturacion de O, (%) en pacientes con

neumonia adquirida en la comunidad (NAC) con enfermedad pulmonar obstrucitva crénica (EPOC) (grupo 1) y pacientes con NAC sin

EPOC (grupo 2) al ingreso.
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desencadenar la respuesta inmune secundaria, la cual
contribuye de forma decisiva a superar la infeccion,
mediante el desarrollo de la respuesta inmune celular y de
anticuerpos. Esta respuesta deficiente puede también
contribuir a explicar el incremento de la mortalidad
observada previamente en los pacientes con NAC y EPOC.
El reducido tamano muestral de este estudio impide llegar a
conclusiones definitivas, pero los resultados obtenidos
inciden en la necesidad de realizar estudios con mayor
numero de pacientes que incluyan una evaluacion mas
amplia del estado de inmunidad en los pacientes con EPOC,
los cuales podrian ayudar a disefar estrategias preventivas
frente a las infecciones respiratorias en estos enfermos.

Nuestro trabajo demuestra finalmente la utilidad de las
técnicas multiplex de deteccion simultanea de citocinas en
el desarrollo de estudios de investigacion clinica.
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