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Resumen

Antecedentes: La infeccion por el virus de la influenza con frecuencia se complica con una infeccion bacteriana, coinfeccion
que provoca cuadros graves de neumonia, la cual puede ocasionar la muerte si no es tratada en forma oportuna.
Objetivo: Demostrar en modelos animales que la coinfeccion por el virus de la influenza y bacterias que afectan el tracto
respiratorio ocasiona dafio multisistémico. Método: Se formaron seis grupos de ratones: un grupo control, uno infectado de
virus de la influenza, dos infectados de bacterias: Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae, respectivamente; y
dos coinfectados de virus de la influenza y Haemophilus influenzae y Streptococcus pneumoniae, respectivamente.
Resultados: De los seis grupos de ratones, solo en el grupo coinfectado de virus de la influenza y Streptococcus pneumoniae
se observd dafio en drganos tordcicos y abdominales. En todos los grupos se encontré disminucion de los niveles séricos de
las citocinas, mayor en los ratones coinfectados. Conclusiones: Los grupos de ratones infectados solo de Streptococcus
pneumoniae o el virus de la influenza no presentaron darios, lo cual indica que la coexistencia de estas infecciones fue la que
ocasiond el dafio en el grupo de ratones coinfectados.

Influenza. Infeccion bacteriana. Coinfeccion. Citocinas proinflamatorias.

Effect of coinfection with influenza virus and bacteria on host damage

Abstract

Background: Influenza virus infection is often complicated by a bacterial infection, with this coinfection causing severe pneu-
monia. If not timely treated, the disease can cause death. Objective: To demonstrate, in animal models, that coinfection with
influenza virus and bacteria that affect the respiratory tract causes multisystemic damage. Method: Six groups of mice were
formed: a control group, one infected with the influenza virus, two infected with bacteria: Haemophilus influenzae and Strep-
tococcus pneumoniae, respectively; and two co-infected with influenza virus and Haemophilus influenzae or Streptococcus
pneumoniae, respectively. Results: Of the six groups of mice, only the group co-infected with influenza virus and Streptococ-
cus pneumoniae showed damage to thoracic and abdominal organs. A decrease in serum cytokine levels was found in all
study groups, which was more pronounced in the co-infected mice. Conclusions: The groups of mice infected with Streptococ-
cus pneumoniae or influenza virus alone showed no damage, which indicates that coexistence of these infections caused the
damage in the group of co-infected mice.

Influenza. Bacterial infection. Coinfection. Pro-inflammatory cytokines.
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|ntroducci6n

Se ha documentado que los virus y las bacterias son
los principales agentes etioldgicos en las infecciones
de origen comunitario.' Las infecciones del tracto res-
piratorio inferior generalmente se inician con una infec-
cion viral (los virus sincitial respiratorio, de la influenza,
de la parainfluenza y adenovirus son los agentes cau-
sales mas comunes'); sin embargo, con frecuencia se
complican con una infeccion bacteriana, combinacion
que puede desencadenar cuadros graves de neumo-
nia. Entre las bacterias que con mayor frecuencia cau-
san neumonia se han identificado Streptococcus
pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae
(H. influenzae), Staphylococcus aureus (S. aureus) y
Streptococcus pyogenes (S. pyogenes).

En 2016, la Organizacion Mundial de la Salud
informé que la neumonia constituy6 la principal causa
de mortalidad infantil en el mundo. Se calcula que en
2015 caus6 la muerte de aproximadamente 920 136
nifos menores de cinco afios, es decir, ocasiond
15 % de todas las defunciones de nifios menores de
cinco afos en todo el mundo.? En México, las infec-
ciones del tracto respiratorio contindan representando
una de las 10 primeras causas de morbilidad y mor-
talidad en ese grupo poblacional.

Las infecciones respiratorias agudas inicialmente
afectan el tracto respiratorio superior, pero, depen-
diendo del patégeno y del hospedero, pueden dise-
minarse al tracto respiratorio inferior y causar
neumonia. La influenza, cuyo agente etioldgico es el
virus de la influenza, es una enfermedad respiratoria
aguda muy contagiosa, que afecta a todos los grupos
de edad y puede ser mas grave en nifios y ancianos.
La infeccidon se transmite de persona a persona
mediante los aerosoles generados por la tos o el
estornudo de personas enfermas, los cuales infectan
las células epiteliales del tracto respiratorio. A pesar
del uso de vacunas, el impacto de las epidemias
invernales continta siendo importante en la poblacién
mundial.

En la pandemia de 2018 por el virus de la influenza,
la causa principal de muerte fue la infeccion bacteriana
secundaria;® estudios retrospectivos sefialaron que
fallecieron de 50 a 100 millones de individuos, de los
cuales 70 % fue positivo a S. pneumoniae.* Se ha
demostrado clara predisposicion de coinfeccion por el
virus de la influenza y esa bacteria en pandemias pos-
teriores, incluyendo la mas reciente, en 2009, por el
virus de la influenza HIN1; el indice de hospitalizacién

oscilé entre 10 y 55 % y la mortalidad se debi6é a
S. pneumoniae.®

Se observé que el virus de la influenza responsable
de la pandemia de 1918 provocaba dafio grave en
pulmdn, tipificado por bronquitis, bronquiolitis, alveo-
litis, predominio de neutrdfilos y edema agudo en los
alvéolos, asi como presencia de células inflamatorias
y células muertas.®

El dafo al tracto respiratorio ocasionado por la coin-
feccion se encuentra documentado. Se ha propuesto
que los cambios en el tracto respiratorio causados por
el virus de la influenza —entre ellos dafio epitelial,
alteraciones en la funcidn respiratoria y exposicion de
los receptores del sistema inmunitario— preparan a
la via aérea superior para la infeccién bacteriana
secundaria.” La gravedad de la enfermedad respirato-
ria se incrementa por la conjuncion de la coinfeccion
y la alteracion de la respuesta inmunitaria innata.’

Una vez que S. pneumoniae ingresa al tracto res-
piratorio se activa la respuesta inmunitaria innata, en
la que participan los macréfagos alveolares liberando
citocinas y quimiocinas proinflamatorias, las cuales
atraen y reclutan células polimorfonucleares y mono-
nucleares en los alvéolos y el parénquima pulmonar,?
con lo que se inicia el proceso inflamatorio propio de
la enfermedad. Si la infeccion no es tratada en forma
oportuna, evoluciona hasta ocasionar la muerte del
paciente debido a falla multisistémica, la cual se
puede acompafar de alteraciones en la coagulacion,
principalmente sangrado de mucosas, evidenciado
por sangre en heces y orina.

Durante las pandemias de influenza anteriores a la
de 2009, las coinfecciones bacterianas causadas por
S. pneumoniae, H. influenzae, S. aureus y estrepto-
cocos del grupo A contribuyeron de forma importante
a la morbilidad y mortalidad.®™

H. influenzae es un pequefo bacilo gramnegativo
que puede formar parte del microbioma normal del
tracto respiratorio. Al romperse la membrana celular
de la bacteria, se libera el lipopolisacarido, molécula
que participa en el proceso inflamatorio y que en el
suero se une a proteinas fijadoras de lipopolisacari-
dos (LBP, lipopolysaccharide-binding protein), com-
plejo con alta especificidad a CD14." En los pacientes
con sepsis, los niveles de LBP son altos.™

S. pneumoniae es un coco grampositivo y varios de
sus antigenos han sido caracterizados, entre ellos la
sustancia C (acido teicoico), la cual al unirse a una
betaglobulina denominada proteina C reactiva, pre-
sente en el suero de los pacientes, forma el complejo
sustancia C-proteina C reactiva, que activa la
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cascada del complemento y, en consecuencia, la
liberacion de mediadores inflamatorios.™

Los neumococos producen neumolisina, la cual es
liberada durante la lisis. Altas concentraciones de
oligémeros de neumolisina son depositados sobre las
membranas de las células del hospedero, donde for-
man poros y producen lisis celular. La neumolisina
destruye los cilios de las células epiteliales respirato-
rias, rompe la monocapa de las células epiteliales del
tracto respiratorio y disminuye la actividad bactericida
y la migracion de los neutrdfilos; ademas, activa la
via clasica del complemento. La respuesta inflamato-
ria aguda también es desencadenada por diferentes
estructuras bacterianas. El polisacarido de la pared
celular activa la via alterna del complemento y favo-
rece la produccion de las anafilotoxinas C3a y C5a,
las cuales aumentan la permeabilidad vascular.’

Para la investigacién que presentamos se formaron
seis grupos de ratones con el propdsito de demostrar
que la infeccidn bacteriana secundaria a la infeccion
provocada por el virus de la influenza es la causa de
la gravedad de la enfermedad respiratoria: un grupo
control, uno infectado solo del virus de la influenza
H1N1 pandémico, uno solo de H. influenzae y otro de
S. pmeumoniae; asi como dos grupos coinfectados
del virus y cada una de esas bacterias, respectiva-
mente. Se registraron los dafios en drganos toracicos
y abdominales, y se evalud el proceso inflamatorio
mediante la determinacién de citocinas proinflamato-
rias en suero.

Si bien se ha registrado que las infecciones bac-
terianas secundarias causan la mayoria de las muer-
tes durante las pandemias de influenza, poco se
conoce sobre los mecanismos subyacentes respon-
sables de la sinergia entre el virus de la influenza y
las bacterias.

Método

Se utilizaron ratones macho de la cepa BALB/C, de
ocho a 12 semanas de edad, distribuidos en seis gru-
pos, uno control y cinco en los cuales por via intra-
nasal se inoculd virus de la influenza, H. influenzae o
S. Pneumoniae, o el virus y una de las bacterias. Los
microorganismos fueron diluidos en solucion salina
equilibrada (PBS, phosphate buffered saline):

— Grupo 1 o control: solo recibié PBS.

— Grupo 2. inoculado con virus de la influenza

H1N1 pandémico, 1 x 10550 uL de PBS.
— Grupo 3: inoculado con S. pneumoniae ATCC
49614, 1 x 107/500 de uL de PBS.

— Grupo 4: inoculado con H. influenzae ATCC
49766, 1 x 107/500 uL de PBS.

- Grupo 5: inoculado con virus de la influenza y
S. pneumoniae, 1 x 107 /500 uL de PBS.

- Grupo 6: inoculado con virus de la influenza y
H. influenzae, 1 x 107/500 uL de PBS.

Se confirmd el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC) de las bacterias; S. pneumoniae se cul-
tivé en agar sangre y H. influenzae, en agar chocolate.
La dosis real vari6 de 1.2 x 10" UFC a 1.4 x 10" UFC.

Los grupos fueron infectados al inicio del proyecto:
los grupos 5 y 6 primero fueron infectados del virus
de la influenza y a las 72 horas, de S. pneumoniae 'y
H. influenzae, respectivamente.

El estudio se siguid por cuatro semanas; tres ratones
de cada grupo fueron sacrificados cada cuatro dias.

Diariamente se registro el peso de cada ratén y se
evaluo actividad fisica, caracteristicas del pelo y de
los ojos.

Los ratones fueron anestesiados con una solucion
inyectable (Sedalpharma®, Pet’s Pharma, México).
Posteriormente se obtuvo sangre del corazon, la cual
fue procesada de forma convencional para la obten-
cion de suero, que se guardo a -20 °C.

Se determinaron citocinas proinflamatorias en suero.
La deteccion y cuantificacion de las citocinas proinfla-
matorias interleucina (IL) 1, IL-6 y factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa, tumor necrosis factor a) se reali-
zaron mediante ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay); se utilizé equipo de la marca PeproTech y se
siguieron las indicaciones del fabricante.

Resultados

Al segundo dia poscoinfeccion, los ratones coinfecta-
dos con virus de la influenza y S. pneumoniae presen-
taron pelo erizado. Al cuarto dia poscoinfeccion se
acentu el signo del pelo en los grupos coinfectados 5
y 6, ademas de presentar infecciones en ojos. Al sexto
dia poscoinfeccion, ademas de los datos anteriores, un
ratén coinfectado de virus de la influenza 'y S. pneumo-
niae presento dificultad respiratoria. Al séptimo dia pos-
coinfeccién continuaron los signos y tres ratones con
virus de la influenza y S. pneumoniae presentaron difi-
cultad respiratoria. Los ratones con mayores efectos por
la coinfeccion fueron sacrificados al octavo dia posco-
infeccion. En el dia 12 poscoinfeccion, algunos ratones
continuaban con infeccion en ojos y pelo erizado. Los
signos mencionados disminuyeron progresivamente en
los ratones restantes, los cuales finalmente fueron
sacrificados.
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Los ratones infectados solo de virus de la influenza
HIN1, S. pneumoniae o H. influenzae no presentaron
datos de infeccion en 6rganos del térax o cavidad
abdominal.

En el estudio de los ratones sacrificados se identifica-
ron distintas alteraciones segun el momento de la pos-
coinfeccion por virus de la influenza y S. pneumoniae:

- Alos cuatro dias, en un ratén se identificé liquido
en pleura; en uno, colapso de pulmén; en otro,
hemorragia en ileon.

- Alos ocho dias, un raton present6 liquido hema-
tico en pleura, hemorragia en pulmoén y nddulos
blanquecinos en pulmén (Figura 1); en otro se
observé hemorragia toracoabdominal y hemorra-
gia en intestino (melena); y en uno mas, vasodi-
latacién en intestino (Figura 2);

— A los 12 dias, un ratén presentd hemorragia en
pulmones y otro, pequefias hemorragias en am-
bos pulmones y vasodilatacion en intestino
(Figura 1).

La concentracion en suero de las citocinas IL-1f,
IL-6 y TNFa se determind a los cuatro dias posteriores
a la infeccion; se encontré disminucién de las citoci-
nas, tanto en los ratones con infeccion por virus HIN1,
H. influenzae y S. pneumoniae, como en los ratones
control. La disminucién fue mayor en las muestras de
sangre provenientes de los ratones con coinfeccion
(Figura 3).

Si bien los niveles de las tres citocinas disminuye-
ron en los ratones control, permanecieron constantes
durante las cuatro semanas, solo con pequefas varia-
ciones. Los ratones infectados de H. influenzae pre-
sentaron los valores mas elevados de las tres citocinas
y los infectados del virus de la influenza H1N1, los
mas bajos. Las concentraciones de las tres citocinas
fueron mas bajas a los cuatro dias poscoinfeccion;
sin embargo, se restablecieron en los ratones coin-
fectados de virus HIN1 y H. influenzae, a diferencia
de los ratones coinfectados de virus HIN y S. pneu-
moniae (Figura 3).

Discusion

Durante la pandemia de 1918, la coinfeccion bacte-
riana estuvo implicada en casi todas las muertes de
personas infectadas del virus de la influenza. De igual
manera sucedié en la pandemia de 2009: se observd
coinfeccion bacteriana hasta en 34 % de los pacientes
con influenza pandémica A (HIN1) tratados en unida-
des de cuidados intensivos. Los patégenos que

.Il.ﬂ'a »

Hallazgos en un ratén a los ocho dias poscoinfeccion por
virus de la influenza y S. pneumoniae. A) Nodulos blanquecinos en
pulmén. B) Hemorragia toracoabdominal y hepatoesplenomegalia.

colonizan la nasofaringe, (incluidos S. aureus, S. pneu-
moniae y S. pyogenes) se aislaron con mayor
frecuencia.™

En numerosos articulos se ha documentado que
el virus de la influenza tipo A produce inflamacion
y necrosis en el epitelio del tracto respiratorio. En
diferentes modelos animales, Wu et al.'® encontra-
ron que la coinfeccién afectaba la respuesta inmu-
nitaria adaptativa: en comparacion con los ratones
infectados solo por el virus de la influenza, los
ratones coinfectados por virus de la influenza y
neumococo tuvieron una pérdida de peso corporal
significativa; en el pulmdn disminuyeron los niveles
de IgG, IgM e IgA, asi como el nimero de células
plasmaticas, CD4 y B. La coinfeccidn letal redujo el
tamafio y el peso del bazo, asi como el nimero de
células B. En los ganglios linfaticos del mediastino,
la coinfeccidn letal disminuyo6 las células B del cen-
tro germinal, las células T foliculares auxiliares y
las células plasmaticas.

Walters et al.'® encontraron que los ratones coinfec-
tados mostraban cambios histopatoldgicos en mas de
la mitad del parénquima alveolar, con espacios aéreos
alveolares repletos de infiltrado inflamatorio, pleuritis
supurativa aguda extensa, necrosis generalizada,
bronquiolitis y abundantes trombos de fibrina en
venas, vénulas y capilares. Los hallazgos anteriores
fueron similares a los observados en nuestra investi-
gacion: los ratones coinfectados con el virus de la
influenza HIN1 y S. pneumoniae mostraron liquido
hematico en pleura, hemorragia y nddulos blanqueci-
nos en pulmon. Walters et al. documentaron mayor
expresion de genes que inhiben la funcion plaquetaria
y la coagulacion solo en los ratones coinfectados,
datos que coinciden con los observados en nuestra
investigacion.
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Figura 2. Hallazgos en un raton a los ocho dias poscoinfeccion por virus de la influenza y S. pneumoniae. A) Hemorragia toracoabdominal.
B) Hemorragia en intestino (melena). C) Vasodilatacion en intestino.
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Figura 3. Concentracion de citocinas en suero de ratones con el virus de la influenza H1N1 o con las bacterias S. pneumoniae y H. influenzae,
y de ratones coinfectados por el virus de la influenza H1N1 y S. pneumoniae o virus de la influenza HIN1 y H. influenzae. A) Interleucina 1p.
B) Interleucina 6. C) Factor de necrosis tumoral o. (TNF-).
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En los ratones que estudiamos detectamos
hemorragias toracica y abdominal, asi como sangre
digerida en intestino (melena), lo cual sugiere que las
hemorragias se deben a incremento en el tiempo de
coagulacion, probablemente relacionado con mayor
expresion en la inhibicién de los genes involucrados
en la funcion plaquetaria y en la coagulacién, como
lo demostraron Walters et al.

Es probable que los pacientes con infeccidn por el
virus de la influenza que fallecen hayan presentado
coinfeccioén bacteriana; S. pneumoniae pudo ocasio-
nar alteraciones en el tiempo de coagulacion, san-
grado y pérdida de liquidos y, en consecuencia, mala
irrigacion sanguinea a los drganos, falla multisisté-
mica, choque hipovolémico y muerte.

En un modelo murino coinfectado por el virus de la
influenza HIN1 y S. pneumoniae, Wu et al."® demostra-
ron disminucion en los niveles de IgG, IgA e IgM espe-
cificas, asi como en el nimero de células B, células
TCD4 y células plasmaticas en pulmén y érganos lin-
foides. En la investigacion que realizamos, la concen-
tracion de citocinas proinflamatorias disminuy6 en
todos los grupos de ratones; ese decremento pudiera
atribuirse a la disminucion de las células productoras
de dichas citocinas, como lo demostraron Wu et al.

Conclusiones

En nuestro estudio es probable que, particular-
mente en el grupo de ratones con dafo tordcico y
abdominal, la inflamacién y la necrosis causadas por
el virus de la influenza hayan sido exacerbadas por
S. pneumoniae y evolucionaran a alteracion en el
tiempo de coagulacion y sangrado, tanto en érganos
toracicos como de la cavidad abdominal.

Ahora bien, a la patogénesis de la coinfeccién con-
tribuyen también factores de virulencia virales y bac-
terianos, asi como del hospedero; por ello, la
disminucion de la morbilidad y la mortalidad depen-
dera de la prevencion con las vacunas y del diagnds-
tico y tratamiento tempranos.
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