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ACIP:
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CLSI:
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PCV13:
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RLR:
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Advisory Committee on Immunitzation Practice
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Ensyme-linked Immunosorbent Assay

Food and Drug Administration

Diseases Society of America

Malaltia Pneumococcica Invasora

Malaltia Pulmonar Obstructiva Cronica

NOD-like Receptors

Organitzaciéo Mundial de la Salut

Pneumonia Aguda de la Comunitat

Polimerase Chain Reaction

Vacuna antipneumococcica conjugada 7-valent
Vacuna antipneumococcica conjugada 10-valent
Vacuna antipneumococcica conjugada 13-valent
Vacuna antipneumococcica polisacarida 23-valent
Pattern Recognition Receptors

RIG-I-like Receptors

Acid Ribonucleic

Severe Acute Respiratory Syndrome

Syngle Nucleotide Polymorphism

Toll-like Receptors

Virus d’Immunodeficiéncia Humana

Virus Respiratori Sincitial
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INTRODUCCIO

La pneumonia és un procés infeccidés del parenquima pulmonar produit per la
proliferacié de microorganismes a l'interior dels alveols, que provoquen una resposta
inflamatoria i una lesié dels teixits. La clinica de la pneumonia ja va ser ja descrita per
Hipocrates (c. 460 a. de C. - 370 a. de C.), qui en va observar els simptomes basics, com
la febre aguda, el dolor costal, la respiracid curta i rapida, el pols accelerat i la tos (1).
Avui en dia no hi ha dubtes respecte a la sindrome clinica, perd si que persisteix la
discussié sobre quins son els principals agents etiologics, quin pes té cadascun
d’aquests, com han evolucionat en el temps i quina és la poblacié diana amb més

factors de risc per contreure-la.

La pneumonia adquirida en la comunitat és la causa més frequient d’ingrés hospitalari i
de mortalitat de causa infecciosa en el nostre medi. Segons I'Organitzacié Mundial de
la Salut (OMS), s’estima que es diagnostiquen, aproximadament, 450 milions de casos
de pneumonia cada any. Es calcula que moren uns 4 milions de persones I'any, xifra

gue significa un 7 % de la mortalitat global (2).

1. Etiologia de la pneumonia aguda de la comunitat

Malgrat els avengos produits en les darreres décades amb les tecniques de diagnostic
microbiologic, podem afirmar que aproximadament en la meitat dels casos de
pneumonia aguda de la comunitat (PAC) no arribem a coneixer-ne |'etiologia (3, 4).
Aquest fet representa un gran repte clinic a I’hora de decidir un tractament empiric
apropiat. A fi de poder prendre decisions terapeutiques acurades, es necessiten dades
sobre la freqliencia relativa de cada patogen, aixi com de la gravetat que cadascun
d’aquests pot arribar a implicar. El primer obstacle per al diagnostic etiologic esta
relacionat amb l'obtencié de mostres cliniques rellevants i amb alta sensibilitat i
especificitat: obtenir mostres de I’arbre bronquial inferior pot arribar a ser molt dificil, i
cal tenir en compte que aconseguir diferenciar la colonitzacié d’infeccié també resulta

complicat.
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La principal mostra no cruenta obtinguda per al diagnostic de la PAC és I'esput, ja que
permet I'estudi de les secrecions respiratories d’una forma simple, rapida i economica.
En contraposici6 a aquests beneficis, aquesta mostra presenta determinats
desavantatges: un elevat nombre de pacients no expectora, la mostra no sempre és
representativa de I'exsudat del focus inflamatori i el fet que tota mostra d’esput passa
per |'orofaringe fa possible que es contamini amb microbiota orofaringia. En la
valoraciéo d’un esput descartarem les mostres que presentin més de 10 cel-lules
epitelials de descamacid orofaringia per camp i menys de 25 leucocits
polimorfonuclears per camp. La nebulitzacié de serum sali hipertonic (esput induit) pot
augmentar la probabilitat d’obtenir una mostra valida. Malgrat els desavantatges
esmentats, seguim utilitzant el cultiu d’esput, atesa la seva facilitat d’obtencid i perqué
un cop obtingut, si és de bona qualitat, aporta informacié rellevant amb una alta
especificitat, juntament amb el fet que si s’ailla un microorganisme patogen, és

possible obtenir la seva sensibilitat antibiotica (5).

Una de les mostres microbiologiques més importants son els hemocultius. S’ha
qlestionat la practica sistematica d’hemocultius en tots els pacients amb PAC, donada
la seva baixa sensibilitat i I’elevat cost economic que representa, perd hi ha consens al
voltant de la seva la utilitat en els pacients que requereixen ingrés hospitalari. La
positivitat dels hemocultius és altament especifica, per bé que té lloc en menys dels
20 % dels casos. Sabem que els hemocultius sén positius en un 20-25 % dels pacients
hospitalitzats per pneumonia pneumococcica (6). Aquesta proporcid és molt menor en
els casos de PAC per H. influenzae o P. aeruginosa, i molt rarament en casos per M.
catarrhalis. En la pneumonia hematogena per S. aureus els hemocultius sén gairebé
sempre positius, encara que només sén positius en un 25 % dels casos, en que la

inhalacio o I'aspiracié soén les causants de la PAC (7).

En el diagnostic de PAC, també es pot dur a terme un cultiu de mostra per puncid
transtoracica aspirativa, que és una técnica cruenta pero relativament ben tolerada,

amb una especificitat que pot arribar al 100 % (8).

Quant a l'obtencié de liquid pleural per al diagnostic etiologic de la PAC, podem

afirmar que és necessaria I'existencia d’aquest, en primer terme, i que el volum optim



de fluid pleural ha de ser de 30 a 50 ml (9). Es una técnica altament especifica, pero
cruenta i amb una sensibilitat baixa; en liquids pleurals no purulents és del 25 % (10).
En tot cas, és imprescindible de realitzar en el cas de sospita d’empiema, per les

implicacions terapeutiques.

Recentment s’han desenvolupat técniques moleculars que detecten el DNA/RNA del
bacteri o virus en mostres respiratories. Aquestes tecniques han demostrat ser molt
més sensibles que els métodes convencionals (11). El primer pas en la implementacié
de noves técniques passa per la introduccié de la Polimerase Chain Reaction (PCR), que
es basa en I'amplificacid del gen present en virus o bacteris. Per tal de millorar la
tecnica de la PCR, s’ha implementat la PCR en temps real, on la velocitat en el
diagnostic és més gran, ja que combina amplificacid i deteccié de forma simultania
amb I'Us de marcadors fluorescents. A fi de facilitar la deteccié dels potencials agents
causants, s’han instaurat les técniques de PCR multiple, en les quals simultaniament es

realitza cribratge de diversos virus i bacteris.

La majoria d’estudis d’etiologia de pneumonia fan Us de mostres nasofaringies per
testar la preséncia de virus mitjangant la PCR. L’aspirat nasofaringi és el que en general
esta considerat adient per a nens, ja que proporciona tant mostres nasals com
faringies. S’han aillat virus respiratoris en més del 95 % de les mostres obtingudes amb
aquesta tecnica en nens amb infeccions respiratories (12). Tot i aixi, I'obtencié d’un
aspirat és molest i requereix un dispositiu de succié. En contraposicié, I'obtencié de
frotis nasofaringi mitjancant cotd esteril amb una profunditat de 2-3 cm presenta una
sensibilitat comparable a la de I'aspirat per al cultiu de la majoria de virus respiratoris,
tret del VRS (13). En adults, el frotis nasofaringi o transnasal té una sensibilitat major
que el del frotis faringi, pero pot ser menys sensible que el rentat nasofaringi (14). Les
mostres nasofaringies sén una tecnica senzilla, no cruenta per a la realitzacié de la
PCR, per bé que novament presenta la important limitacid que la troballa d’un virus en
la mostra respiratoria alta pot deure’s tant a la coexisténcia d’una colonitzacié de via

aeria alta com al fet que és el patogen causant de la PAC.

La broncoscopia amb raspall bronquial és un sistema que consta d’un doble catéter

telescopic amb un raspall intern i oclusié distal mitjancant un tap de polietilenglicol
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que permet recollir mostres respiratories distals no contaminades. Amb aquesta
mostra es pot realitzar tant cultiu com tecniques de PCR; la sensibilitat oscil-la entre un

65 % i un 100 % i I'especificitat, entre un 70 % i un 100 %.

Disposem també de les tecniques immunologiques, o Ensyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA), per a la deteccié d’antigen polisacarid de pneumococ en orina. Es una
mostra facil d’obtenir i la tecnica és molt senzilla i rapida. Es pot detectar des que
s’inicien els simptomes fins a diverses setmanes després. Detecta polisacarids de la
paret cel-lular del pneumococ entre un 77 % i un 88 % dels pacients amb pneumonia
pneumococcica bacteriemica, i fins en un 64 % dels pacients amb pneumonia
pneumococcica no bacteriemica, amb una especificitat elevada en I'adult, per sobre
del 95%. Té, pero, una limitacié, com és l'alt nombre de falsos positius en
determinades poblacions: nens amb colonitzacié nasofaringia, pacients que hagin
rebut recentment (menys 5 dies abans) la vacuna antipneumococcica o els casos en
que existeix una exacerbacid bronquial causada per pneumococ en la malaltia
pulmonar obstructiva cronica (MPOC) (15). També comptem amb aquesta técnica per
a la deteccié de la Legionella pneumophila serogrup I. La teécnica ELISA mitjangant
antigen urinari és positiva en un 74 % dels pacients amb pneumonia causada per
aquest agent etiologic, amb una especificitat de 99% i amb un augment de la

sensibilitat en quadres més greus (16).

Finalment, tenim les proves serologiques, on la sensibilitat i I'especificitat per al
diagnostic de pneumonia sén variables. La utilitat d’aquestes proves per efectuar un
diagnostic rapid és limitada, ja que sol requerir una seroconversid que no es produeix
fins a setmanes després que s’hagin iniciat el simptomes, fet que comporta un

diagnostic retrospectiu (17).

El pneumococ ha estat tradicionalment reconegut com la causa més frequent de PAC.
No obstant aixo, en els darrers anys la seva incidencia ha experimentat una caiguda
considerable, fins al punt que en algunes series ja no és el primer agent causant de
PAC (3, 18). Aquest canvi de paradigma pot ser degut a la suma de la introduccié de la

vacuna antipneumococcica polisacarida en adults fa ja més de trenta anys, de la



vacunacié dels nens amb les vacunes conjugades des de I'any 2000, aixi com de la

disminucié del nombre de fumadors i de I'ampli Us d’antibiotics (19).

Altres causes de PAC descrites inclouen Haemophilus influenzae, Staphylococcus
aureus, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa i altres bacils gramnegatius
(20, 21). En pacients amb MPOC s’ha descrit la PAC per Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis i Pseudomonas aeruginosa. En ocasions, alguns enterobacteris
també poden causar PAC en persones que tenen MPOC o bronquiectasi, especialment

en pacients que reben un tractament amb corticoides (22).

Hi ha una gran variabilitat pel que fa a la incidencia de la PAC deguda a
microorganismes anomenats atipics: Mycoplasma pneumoniae, Chlamydophila
pneumoniae i Legionella pneumophila. Aquestes diferéncies es deuen, en part, a les
tecniques diagnostiques utilitzades, a la poblaci6 en estudi (ambulatoria,
hospitalitzada) i a possibles variacions estacionals i regionals (23, 24). La incidéncia
d’aquests patogens en la PAC confirmada varia en la literatura, des d’un 4% si
s’utilitzen métodes PCR i antigen de de Legionella pneumophila serogrup 1 en orina,
fins a un 10 % quan el diagnostic s’estableix a través de la determinacioé de serologies i
antigen. Cal tenir en compte que les serologies son lentes pel que tenen una utilitat
escassa en la practica clinica habitual i presenten menys especificitat que els nous

metodes de PCR (3, 25).

Tradicionalment ens hem focalitzat poc en I'etiologia viral de la pneumonia. Aixo és
conseqlencia de: a) la baixa consideracié que es tenia anteriorment de la capacitat
patogenica dels virus (ja que es creia que calia una actuacié conjunta amb altres
patogens respiratoris); b) els escassos métodes adrecats al diagnostic d’aquesta
patologia fins a I'actualitat, cars i poc accessibles, i ¢) els pocs tractaments especifics
antivirals que hi ha per tractar la PAC viral. Avui en dia, pero, s’esta produint un interés
creixent en la potencial etiologia viral de les PAC com a conseqiiencia de I'emergéncia
dels nous virus respiratoris (SARS, H5N1, HIN1, H7N5 i Mers-Cov) i de la introduccié de
meétodes com la PCR per a nombrosos virus, la qual millora la capacitat diagnostica, aixi

com la caiguda de la incidéncia de la pneumonia pneumococcia (2, 26, 27).
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El fet de disposar d’una gran diversitat de mostres respiratories per a I'obtencié del
diagnostic de la PAC viral pot provocar una notable variabilitat en els resultats. Com
s’ha establert previament, una de les claus a I’hora d’interpretar la identificacié de
microorganismes en mostres respiratories és intentar distingir la colonitzacié de la
veritable infeccié. Probablement, a més de permetre la selecci6 d’'una mostra
rellevant, I'obtencid d’una PCR quantitativa ens pot ajudar a diferenciar la infeccio de
la colonitzacid, i, d’altra banda, la mesura simultania en el temps de controls
asimptomatics pot contribuir a clarificar aquest fet. En els estudis de cohorts la
determinacié de la preséncia de virus respiratoris en pacients amb PAC o en individus
asimptomatics ha ajudat a establir el vincle de causalitat i a identificar els virus
respiratoris com a agents responsables de la PAC (28, 29). Existeixen dades que
mostren una correlacié entre la carrega viral i la gravetat de la malaltia, pero encara

som lluny de poder definir auténtics punts de tall entre colonitzacid i infeccié. (30).

Jain et al. (2), als EUA, on la vacunacid infantil antipneumococcica és massiva, descriu
els virus Rhinovirus i Influenza com les dues primeres causes de PAC, per davant del
pneumococ. L'Influenza segueix sent la causa predominant viral de PAC, tot i que les
guies de la Infectious Diseases Society of America (IDSA) i de I’American Thoracic
Society (ATS) inclouen altres virus reconeguts comunament com a causants de
pneumonia, com ara el VRS, l'adenovirus, la parainfluenza, el metapneumovirus,

I’"herpes simple, el varicel-la-zoster, el SARS i el coronavirus (31).

En la literatura recent hi ha set estudis que cal remarcar en que s’afegeixen metodes
PCR per al diagnostic de pneumonia en l'adult, i en tots ells el fet d’afegir PCR
incrementa el rendiment diagnostic de la PAC (vegeu la taula 1). L’aillament de virus en
mostres respiratories de pacients amb PAC oscil-la des d’'un 15 % fins a un 57 % dels
casos. Existeix un biaix inherent al disseny d’aquests estudis: tots menys I'estudi de
Templeton et al. inclouen pacients que consulten a urgencies de I'hospital o que hi
ingressen, de manera que és probable que no tinguem descrita la patologia més lleu
causant també de PAC i en la qual, possiblement, la proporcié d’infeccions virals és

més elevada.



Taula 1. Estudis amb diagnostic etiologic de pneumonia afegint-hi PCR multiple viral

Diagnostic
N Aillament de virus
etiologic
Templeton Virus 56.2 %
105 75 %
CID 2005 (26) Coinfeccid 26.5 %
Marcos Virus 13 %
198 57 %
Antivir Ther 2006 (27) Coinfeccidé 10 %
Jennings
304 58 % Aillament viral 29 %
Thorax 2008 (32)
Johenstone Virus 15 %
193 39%
Chest 2008 (33) Coinfeccio 4 %
Johansson
184 67 % Aillament viral 29 %
CID 2010 (23)
Jain Virus 23 %
2320 38%
NEJM 2015 (3) Coinfeccié 3 %
Gadsby
Virus 5.4 %
CID 2016 (22) 323 87 %
Coinfeccid 24.6 %

Classicament s’ha definit la pneumonia viral com a més freqiient en adults joves, pero
de forma progressiva en la literatura s’ha demostrat la presencia d’aquests tipus de
pneumonia en pacients d’edat avancada, i fins i tot s’"han descrit brots en residéncies

geriatriques (34, 35).

Per acabar, cal tenir en compte la possibilitat de causes no infeccioses de la sindrome
clinica de la PAC, com sén I'edema pulmonar, la neoplasia pulmonar, el destret
respiratori, I'infart pulmonar, la pneumonia criptogenética, la pneumonia eosinofilica,
la pneumonia aguda intersticial, la sarcoidosi, la vasculitis, la pneumonitis quimica

aspirativa i la toxicitat per farmacs, entre d’altres (36).
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2. Evolucié de la malaltia pneumococcica invasora

L'Streptococcus pneumoniae continua sent responsable d’una elevada morbiditat i
mortalitat a tot el mdn, aixi com la causa d’un ampli espectre de presentacid clinica
(pneumonia, meningitis, bacteriémia i otitis mitjana), i alhora és una de les infeccions
més importants que es poden prevenir amb la vacunacio. La preséncia de bacteriemia
o de cultius positius per a Streptococcus pneumoniae en llocs habitualment esterils es
defineix com a Malaltia Pneumococcica Invasora (MPI). Els nens menors de 5 anys, els
pacients d’edat avancada i els pacients amb comorbiditats, particularment els
immunodeprimits, sén els que tenen un risc més elevat de presentar una MPI. En els
paisos industrialitzats la incidéncia més baixa sempre ha estat reportada a Europa,
mentre que les taxes més elevades corresponen als EUA abans de la introduccid de la

vacuna conjugada 7-valent (PCV7) (37).

L'Streptococcus pneumoniae produeix diferents factors de viruléncia, els quals estan
implicats en el desenvolupament de la malaltia. Conéixer i entendre el funcionament
d’aquests factors permetra fer tractaments més dirigits, aixi com desenvolupar noves
vacunes (38). Alguns d’aquests factors de viruléncia sén: la capsula polisacarida, els
pilus, la pneumolisina i algunes proteines de superficie. El polisacarid capsular és el
principal factor de virulencia del pneumococ, degut a la capacitat que té de bloquejar
el reconeixement del patogen per part del sistema immunitari de I’hoste, cosa que
impedeix la fagocitosi (39). Es I’estructura més externa de I'S. pneumoniae i té un gruix
aproximat de 200-400 nm. Les diferéncies en I'estructura dels polisacarids capsulars,
amb un comportament antigenic diferent, han permés identificar més de 90 tipus
capsulars (serotips) diferents. Alguns serotips sdon més freqlientment trobats en
poblacié portadora, d’altres tenen més facilitat per causar una malaltia lleu o greu i
uns altres estan més relacionats amb brots (40).Tots els pacients amb MPI han estat
previament portadors, pero la durada i la prevalenca del portador estan intimament

relacionades amb el tipus d’hoste (41).

L’epidemiologia dels serotips causants de la MPI és complexa i dinamica. Fins a
I'actualitat, tot i que la majoria d’estudis han fet palesa una disminucioé de la incidéncia

de I’'MPI (42-45), hi ha algunes publicacions que han demostrat un lleu increment de la



incidéncia d’aquesta en adults del nostre medi (46-48). Existeixen importants factors
com ara les variacions temporals i geografiques de clones circulants, les diferéncies en
les tecniques d’hemocultiu o els patrons d’hospitalitzacid, o el consum d’antibiotics i la
vacunacid, que han afectat de manera potent la descripcid de I'epidemiologia de la

malaltia (49).

La vacuna antipneumococcica polisacarida 23-valent (PPSV23) es va introduir I'any
1983. La vacuna és una barreja de 23 polisacarids capsulars de 23 serotips diferents: 1,
2,3,4,5,6B, 7F, 9N, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F i 33F. Els
serotips inclosos en aquesta vacuna eren els causants del 85 % de les infeccions
pneumococciques descrites en el moment del seu llangcament (50). Els antigens
polisacarids indueixen una resposta humoral, raé per la qual activen cel-lules B
madures, i aquest fet provoca que la resposta immune es perdi al llarg dels anys, i
també s’ha comprovat que com que no genera proteccié de mucoses, no modifica
I’estat de portador (51). La resposta humoral depén de I'edat, per la qual cosa en els
menors de 2 anys la vacuna no és capac¢ d’induir immunitat; aixi mateix, s’ha descrit
una eficacia disminuida en pacients d’edat avangada, amb comorbiditats i amb infeccié

pel virus d'immunodeficiencia humana (VIH) (52-54).

Davant la baixa resposta immunitaria que produeix la PPSV23, es van desenvolupar
vacunes antipneumococciques conjugades que incorporen adjuvants i que confereixen
una resposta combinada humoral i cel-lular mitjancada per cél-lules T, de manera que
generen memoria immunologica; per aquest motiu, sén més immunogéniques per a

immunodeprimits i per a nens petits (51).

L’any 2000 es va aprovar la PVC7, una vacuna que incloia els 7 serotips causants de les
principals MPI en nens als EUA (55): 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23F, que esta conjugada
amb una variant no toxica de la toxina de la difteria proteina CRM (Prevenar, Pfizer).
S’ha descrit que la vacuna origina també resposta immunologica a nivell de les
mucoses, fet que incrementa la produccid d’IgA local, que és capa¢ de modificar I'estat
de portador (56). Aquest fet té una importancia epidemiologica transcendental, ja que

els nens constitueixen el principal reservori de I'S. pneumoniae.
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La PCV7 va ser desplagada per la vacuna antipneumococcica 10-valent (PCV10) I'any
2009. En aquesta nova vacuna, als serotips de la PCV7 s’hi van afegir els serotips 1,5 i
7F, donada la seva elevada prevalenga i la seva capacitat de produir brots i MPI en
nens. Aquesta vacuna esta constituida per polisacarids dels serotips del pneumococ

units covalentment amb la proteina D d’Haemophilus influenzae no tipable.

Finalment, al febrer del 2010 la Food and Drug Administration (FDA) va autoritzar la
comercialitzacié de la vacuna antipneumococcica conjugada 13-valent (PCV13), que ha
desplacat les dues anteriors. Inclou els serotips de la PCV10 més els serotips 3, 6A i 19A

unida a la mateixa proteina que la PCV7 (Prevenar13; Pfizer).

L’Advisory Committee on Immunitzation Practice (ACIP) recomana la vacunacié amb la
PCV13 a tots els infants de 2 a 59 mesos d’edat, als nens de 60 a 71 mesos d’edat i als
adults que tinguin un risc de desenvolupar MPI, aixi com a tots els pacients majors de
50 anys amb malaltia de Hodgkin, leucémia, limfoma, mieloma multiple, insuficiencia
renal, sindrome nefrotica, trasplantament d’organ solid o de cellules

hematopoetiques, tractament quimioterapic o immunosupressor o infeccio per VIH.

Les indicacions de la vacuna antipneumococcica a Catalunya sén, segons el

Departament de Salut:

— Vacunacié amb PPSV23 en adults amb alt risc de morbimortalitat per pneumococ,
és a dir, els majors de 60 anys o amb alguna de les malalties seglients: pacients
amb malalties croniques (cardiovascular, pulmonar, DM, fistula LCR, implant
coclear, alcoholisme, hepatopatia cronica o cirrosi hepatica, tabaquisme), adults
immunodeprimits (immunodeficiéncies congénites o adquirides, infeccié per VIH,
insuficiencia renal o sindrome nefrotica, leucemia; limfoma, mieloma multiple,
persones a les quals s’ha fet un transplantament o amb tractaments
immunosupressors) i pacients amb asplénia anatomica o funcional (anémia per
cel-lules falciformes, asplenia congenita o adquirida, disfuncié esplénica).

— Vacunacié amb PCV13 en adults amb més risc de malaltia invasiva greu (portadors
de fistula LCR, persones amb implant coclear, persones amb antecedent d’MPI
confirmada, cirrosi hepatica), pacients immunocompromesos (immunodeficiéncies

congenites o adquirides, infeccié per VIH, insuficiencia renal cronica severa i



sindrome nefrotica, leucemia; limfoma, mieloma multiple, altres neoplasies,

persones a les quals s’ha fet un transplantament i amb tractaments

immunosupressors) i pacients amb asplenia anatomica o funcional (anémia per

cel-lules falciformes, asplénia congénita o adquirida, disfuncié esplénica). En els

menors de 5 anys, la vacuna antipneumococcica PCV13 s’administra en el

calendari vacunal als 2, 4 11 mesos (57).

Ja amb anterioritat a la introduccié de les vacunes conjugades, hi ha diferencies

considerables en la incidencia d’'MPI entre paisos (vegeu la figura 1). A més, sabem que

existeixen importants variacions en les taxes de vacunacié infantil pel que fa a la

vacuna antipneumococcica conjugada: aixi, tenim taxes elevades, de fins al 90 % als

EUA, i d’altres forca inferiors, com la del 50 % a Espanya (58, 59). Aquests dos fets
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Figura 1. Incidéncia de I’'MPI en nens menors de 5 anys (37)
Dades de Finlandia, 1985-89; Regne Unit, 1995; Regne Unit, 1995-96; Alemanya, 1997-98; Suissa, 1985-95;

Dinamarca, 1989-94; Espanya, 1996-97; Xile, 1998-99, EUA (Centers for Disease Control and Prevention), 1998; EUA

(southern California), 1992-95; EUA (Alaska), 1986-90; Australia, 1991-96, i Nova Zelanda,1984-92.

IPD=Invasive Pneumococal Disease

En moltes arees geografiques, després de la implementacid de la vacunacié en nens

s’ha descrit una disminucio significativa de la malaltia pneumococcica invasiva tant en

infants com en adults, derivada del fenomen d’immunitzacié de grup (42). Amb tot,
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s’ha descrit, arran d’un fenomen de reemplacament, un augment de la colonitzacid

nasofaringia dels serotips no vacunals en els nens (60).

Des del 2016, la vacuna la esta inclosa en el calendari vacunal infantil, rad per la qual el

canvi de paradigma en I’'MPI en la nostra area encara podra ser més pronunciat (vegeu

la figura 2).
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Figura 2. Calendari de vacunacions sistematiques a Catalunya

3. Biomarcadors genétics de I’hoste en la pneumonia pneumococcica
La malaltia pneumococcica invasiva és una entitat ben estudiada que es dona en els

extrems de la vida i en pacients amb algun factor de risc conegut (vegeu la figura 3).

Els factors de risc definits coneguts relacionats amb I’'MPI sén immunodeficiencies
primaries o adquirides, com la infeccié pel VIH, I'asplenia o I'esplenectomia, el déficit
de complement o I'hipogammaglobulinémia, aixi com I’habit tabaquic, I'MPOC o
I’'asma, la cirrosi hepatica, la malaltia autoimmune, el tumor solid o hematologic actiu,
el tractament immunosupressor o les terapies biologiques, I'Us cronic de
corticosteroides (més de 20 mg prednisona/dia durant més de 15 dies) o la

neutropenia (61).
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Figura 3. Incidéncia de la PAC relacionada amb I'edat (2)

Malgrat aixo, és conegut també el fet que existeix una predisposicid hereditaria a la
mort per causa infecciosa. Hi ha factors genétics de I’hoste que sén determinants a
I'hora d’entendre la mortalitat, els quals, al seu torn, estan associats als que s’han
descrit classicament, com la viruléncia del patogen o l'activitat dels antimicrobians

(62-64).

Quant a I’'MPI, al 1954 Austian i Gold (65) van observar que en pacients amb
bacteriemia pneumococcica la mortalitat al llarg dels cinc primers dies de la malaltia és
similar independentment que el grup de pacients hagi estat tractat amb penicil-lina,
seroterapia o que no hagin rebut cap tipus de tractament. Els autors van concloure que
el tractament antibiotic podia oferir poc a aquells pacients destinats a morir a 'inici de
la malaltia, cosa que implicava una certa predisposicié genetica que explicaria la

mortalitat deguda a I’'MPI.

Definim mutacié genética com un canvi o alteracié en la seqiiencia del DNA, i definim
polimorfisme com una mutacidé genetica amb una freqliencia per sobre de I'l % en la
poblacié general. El Syngle Nucleotide Polymorphism ('polimorfisme d’un sol
nucleotid’, SNP) és la forma més simple de polimorfisme (consisteix en el canvi d’un sol
nucleotid) i representa el 90 % dels polimorfismes humans. Té lloc entre 0.5 i 10 cada

1000 parells de bases. Existeixen més de 10 milions d’SNP identificats, tots descrits en
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I'International HapMap Project (66). En tenim de silents i de no silents, i existeixen tres

tipus de mutacions o polimorfismes: la delecid, I'addicid i el canvi.

En la darrera decada s’han descrit SNP de diferents gens que codifiquen molécules clau
en els camins de la resposta immune innata i adaptativa de I'MPI (complement,
citocines i altres mediadors inflamatoris). Aixi i tot, la informacid és escassa i aquestes

associacions encara no s’han validat en la poblacio espanyola (67, 68).

Per saber quins son els biomarcadors genetics associats al risc d’MPI, és primordial
coneixer aquesta resposta immune. Sabem que I'S. pneumoniae, en entrar dins
I'organisme com a patogen, desencadena una complexa cascada inflamatoria. La
resposta inflamatoria innata representa el primer pas de la defensa no especifica de
I'hoste i és la resposta més precoc¢ adrecada a contenir la infeccid en els primers
minuts o hores (67). Un prerequisit per a l'inici de la resposta de I'hoste és el

reconeixement del patogen per part del sistema immune.

El primer reconeixement dels patogens invasors son els Pattern Recognition Receptors
(PRR), que estan localitzats a la superficie de les cel-lules de la barrera epitelial, aixi
com de les cel-lules hematopoetiques. S’han identificat diferents classes de PRR en el
transcurs dels darrers quinze anys: Toll-like receptors (TLR), NOD-like receptors (NLR),
RIG-I-like receptors (RLR) i manifold cytosolic DNA sensors (69). S’han descrit
components cel-lulars de I'S. pneumoniae (acid lipoteitoic o peptidoglica), que sén

reconeguts pel TLR-2 i TLR-9 (70).

Després de l'activacié, la majoria de PRR, mitjancant I'estimulacié de la transcripcid
d’NF-kB i IRF3/7, regulen la produccié de mediadors inflamatoris com ara TNFa, IL-1B,
IL6, IFNa/B, KC i MCP-1. Membres de la IL1, aixi com el factor de necrosi tumoral TNF i
la IL17, també contribueixen a I'estimulacio de I'NF-kB, que és el principal regulador de

la resposta immune innata (vegeu la figura 4).

El TNFa és descrit com la citocina critica precoc a l'inici de la cascada inflamatoria de la

pneumonia pneumococcica en combinacié amb la IL1 (71).



Els PRR regulen les citocines que estimularan les cél-lules immunes, activaran la fase
aguda del reclutament de neutrofils i 'exsudat de macrofags i que controlaran la
resposta immune adaptativa. L’accié dels neutrofils és absolutament necessaria per al
control de I’S. pneumoniae i resulta determinant de cara a la resolucié de la

pneumonia (72).
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Figura 4. Inici de la resposta immune després d’una infeccié
en el sistema immunitari innat (117)

Posteriorment, la regulacid de la resposta inflamatoria per citocines antiinflamatories

com la IL10 o la IL4 garantiran una resposta equilibrada (vegeu taula 2).

Tradicionalment, la sépsia era vista com una resposta excessiva inflamatoria deguda a
un patogen invasiu, perd avui dia s’ha proposat la resposta immune com un procés
dinamic en que té lloc un procés preco¢ d’hiperinflamacié seguit i enllacat amb un
estat perllongat d'immunosupressié crucial en la patogénesi i un dany tissular, aixi com

amb la fallida multiorganica i la mort per sepsia (73).
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D’entre tots els actors participants en la resposta inflamatoria, algunes variants

genétiques de determinades citocines (IL1B, 111R1, IL4, IL10, IL12B) s’han demostrat

associades amb risc d’MPI en un estudi poblacional (74).

Taula 2 (117). Resum de les principals funcions de les citocines pro i antiinflamatories

Citocines proinflamatories

Actua

Accid

TNFa

Cél-lules immunes del sistema

adaptatiu (macrofags, limfocits)

Diferenciacié i activaci6 de les ceéllules

immunes induint febre, apoptosi, etc.

IL1 Cél-lules immunes del sistema | Induir febre, hematopoesi, extravasacié de les
adaptatiu (macrofags, limfocits) cél-lules inflamatories.
IL6 Ceél-lules immunes del sistema | Activacid dels limfocits B i T, modulacié de
adaptatiu (macrofags, limfocits) I'hnematopoesi en la fase aguda, induccié de
febre.
IL17 Cél-lules dendritiques Promou resposta Th2.
IFNy Cél-lules NK, Thl i CD8, cél-lules T | Activitat antiviral, immunoparalisi en sépsia.
citotoxiques
1L12 Monocits, macrofags, cellules | Promou la resposta adaptativa tipus | i la
dendritiques diferenciacié del limfocit Thl T, aixi com la
resposta antitumoral immune.
Citocines antiinflamatories
1110 Ceél-lules immunes del sistema | Propietats immunosupressives, com evitar la

adaptatiu (macrofags, limfocits)

presentacio antigenica o la fagocitosi.

IL4

Basofils, eosinofils, limfocits T Th2,

mastocits

Diferenciacid dels limfocits Th2.
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Existeixen estudis que han revelat associacions de variants genétiques de la familia de

les proteines dels inhibidors NFKb (1kB) i I'augment de risc d’MPI (63, 75) (vegeu la

taula 3).




Taula 3. Estudis genétics d’associacié entre casos i controls en I’'MPI

Gens candidats

Estudis

TLR2 Moens et al. 2007, Yuan et al. 2008, Smelaya et al. 2016 (70, 76,
77)

TLR4 Moens et al. 2007, Smelaya et al. 2016 (76, 77)

TIRAP Khor et al. 2007 (78)

TLR9 Smelaya et al. 2016 (77)

NFKBIA Chapman et al. 2007 (75)

NFKBIB Chapman et al. 2007 (75)

TLR9 Smelaya et al. 2016 (77)

SFTPA1 Lingappa et al. 2011 (79)

SFTPB Lingappa et al. 2011 (79)

CD46 Lingappa et al. 2011 (79)

FCGRIIA

Yee et al. 2000, Yuan et al. 2003, Moens et al. 2006, Yuan et al.
2008 (70, 80-83)

MBL2 Roy et al. 2002, Kronborg et al. 2002, Moens et al. 2006 (64, 82,
84)
MBL Moens et al. 2006 (82)

TNF Schaaf et al. 2003 (74)

LTA Schaaf et al. 2003 (74)

IL10 Smelaya et al. 2016 (77)
116 Smelaya et al. 2016 (77)
IL1B Smelaya et al. 2016 (77)
IL8 Smelaya et al. 2016 (77)
I11R1 Lingappa et al. 2011 (79)
IL4 Lingappa et al. 2011 (79)
1112B Lingappa et al. 2011 (79)

CRP Roy et al. 2002 (85)

PTPN22 Chapman et al. 2006 (86)
FCN2 Chapman et al. 2007 (87)
FAS Lingappa et al. 2011 (79)
PTFAR Lingappa et al. 2011 (79)
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JUSTIFICACIO

La pneumonia aguda de la comunitat és una malaltia molt comuna en el nostre medi.
Es la principal causa de mortalitat de causa infecciosa en nens en paisos en vies de
desenvolupament i en gent gran en paisos desenvolupats. Tanmateix, encara no es

coneix I'etiologia de la majoria de les pneumonies.

Una millor identificacié dels patdogens que causen aquesta malaltia, aixi com els canvis
epidemiologics produits a conseqiliencia de les politiques de salut i els potencials
factors genetics de I’hoste que I’hi predisposen, poden condicionar una millora en el

tractament i el pronostic de la malaltia.
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HIPOTESIS

— La utilitzacié de métodes moleculars afegits als cultius convencionals pot
augmentar la capacitat de diagnostic etiologic de la pneumonia aguda de la

comunitat, amb un especial émfasi en la deteccié de virus patogens.

— Laintroduccio en el programa de vacunacié infantil de les vacunes conjugades
pot produir canvis epidemiologics en la malaltia per S. pneumoniae en la

poblacié adulta de la nostra area.

— L’estudi del substrat genétic pot identificar elements de la immunitat innata
que condicionen una major susceptibilitat a la malaltia pneumococcica

invasora.
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OBIJECTIUS

ESTUDI 1: «Aetiology of community-acquired pneumonia among adults in an

H1N1 pandemic year: the role of respiratori viruses»

— Objectiu 1: Avaluar la capacitat de millora en el diagnostic etiologic de la PAC
per mitja de I'Gs sistematic d’'una prova de PCR que permet identificar els

principals virus patogens implicats en la PAC.

— Obijectiu 2: Descriure I'etiologia i la forma de presentacié clinica de la PAC en
pacients admesos en un hospital d’aguts, comparant les caracteristiques de la

pneumonia bacteriana i les de la pneumonia viral.

ESTUDI 2: «Impact of vaccination on invasive pneumococcal disease in adults

with focus on the immunosuppresed»

— Objectiu 3: Estudiar I'evolucid de la incidencia global i per serotips de 'MPI en
adults (en especial en els immunodeprimits) abans i després de la introduccio

de la vacuna conjugada en la poblacié infantil a la nostra area.
ESTUDI 3: «Genetic susceptibility to invasive pneumococcal disease»

— Obijectiu 4: Identificar possibles associacions entre polimorfismes genétics en
gens involucrats en la resposta immune innata i la susceptibilitat a la malaltia

pneumococcica invasora en la poblacié adulta.
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Abbreviation list

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD)
Human Immunodeficiency Virus (HIV)
Inhibitors of the NFkb (Ikb)

Interleukin-1 receptor type 1 (IL-1R)

Invasive pneumococcal disease (IPD)

Nuclear factor-kappaB (NFkb)

Single nucleotide polymorphisms (SNP)
Without risk factors (WRF)
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Abstract

Background: The pathogenesis of IPD remains unknown, especially among middle-aged

individuals without risk factors (WRF).

Objectives: The aim of the present study was to investigate the role of single nucleotide

polymorphisms (SNP) within key genes involved in innate immune response on IPD susceptibility.

Methods: Forty-three SNPs within 10 immunological genes were investigated in a cohort of 144

Caucasian IPD patients and 280 ethnically matched controls.

Results: The allele distribution of the NFKBIA rs1050851 and NFKBIE rs2282151 variants were
associated with IPD susceptibility (x’=4.23, p=0.04 and x°=5.13, p=0.02, respectively). Additionally,
the genotype distribution of NFKBIZ rs645781 (x°=8.25, p=0.02) and IL1R1 rs3917254 (x°=6.70,
p=0.04) were also associated with IPD risk. When only IPD-WRF patients were considered; the
allele distribution of IL1IR1 rs2160227 (x°= 5.62, p=0.03), rs13020778 (x*=5.73, p=0.02), rs3917267
(x’= 3.72, p=0.05) and IL4 rs2227284 (x°=3.76, p=0.05) and the genotype distribution of 1L10
rs3024509 (x’= 7.70, p=0.02), IL1IR1 rs3917254 (x’= 13.40, p=0.001), NFKBIZ rs645781 (x’= 13.86,
p=0.001) and rs677011 (x’= 9.06, p=0.01) variants were associated with IPD risk.

Conclusions: We found several associations between variants in the IL1R1, IL4, 1L10, NFKBIE,
NFKBIA, and NFKBIZ genes and risk of IPD. If validated, these biomarkers may help to identify

people with higher risk of IPD.
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Introduction

Streptococcus pneumoniae is the leading cause of a broad spectrum of diseases including
pneumonia, meningitis, bacteremia, and otitis media [1]. Invasive pneumococcal disease (IPD) has
a high mortality rate. It accounts for over a million deaths worldwide annually and mortality is
highest in children younger than 5 years of age in developing countries [2].The incidence of IPD
declined from 24.4 to 13.5/100,000 in the US, after pneumococcal conjugate vaccine

introduction [3]. We have recently reported similar values in Spain [4].

IPD risk has been associated with pathogen virulence, host susceptibility and epidemiologic
factors. Several primary and acquired immunodeficiencies have been associated with IPD
susceptibility [5]. However, the pathogenesis of IPD remains unknown in most patients, especially
among middle-aged individuals without known risk factors. Sporadic IPD may be caused by

unknown underlying host factors that might confer a selective predisposition to IPD.

Single nucleotide polymorphisms (SNP) of several genes encoding for key molecules in pathways
of the innate and adaptive host immunity, complement, cytokines and other inflammatory
mediator pathways have been associated with susceptibility to IPD[6-8]. Other genes including
IL10 and TNF alpha have been identified as regulators of the intensity of the inflammatory
response and thus associated with the severity and outcome of pneumococcal diseases [9-11].
Genetic variants in five different cytokines (IL1b, IL1R1, 114, 1110, IL12B) were found associated with
IPD risk in a population based study of European-American and African-American children [6].
There is increasing evidence supporting the critical role of the nuclear factor-kappaB (NFkb)
pathway in the host immune response to pneumococcal infection[9]. NFkb is a major regulator of
innate immunity. Its activation results in the expression of genes encoding both pro and anti-
inflammatory cytokines[12]. Previous studies have reported associations between genetic variants
of the inhibitors of the NFkb (Ikb) protein family and increased risk of IPD [7, 8]. However, these
findings need confirmation in independent studies. We hypothesized that genetic factors in these
crucial pathways may contribute to IPD risk and may explain, at least in part, the presence of IPD

in middle aged adult patients that do not present known risk factors.

The aim of the present study was to investigate the impact of genetic polymorphisms in ten

candidate genes (IL10, IL12B, IL1A, IL1B, ILR1, IL4, NFKBIA, NFKBIE, NFKBIL2 & NFKBIZ) involved in
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the innate immunologic response on the susceptibility to IPD in a population of middle-aged

Caucasian patients and to assess their value as IPD susceptibility biomarkers.

Material and methods

Study sample

Inclusion criteria and clinical variables

Participants were identified through the Microbiology Department database of six acute care
centers in Spain. The search was restricted to individuals who suffered an episode of IPD between
1990 and 2013 and were aged 18 to 50 years during the IPD episode. Participants were contacted
by phone and blood samples for DNA extraction were obtained at the time of recruitment. Data
including the clinical syndrome, severity of disease, outcome, and site of Streptococcus
pneumoniae isolation were retrospectively collected from the medical notes. Additionally,
demographics, comorbidities and presence of IPD risk factors were prospectively recorded via
personal interviews. Finally, one hundred and forty-four individuals were recruited for the study
(mean age; 38 years + 7.2, 57% males). The most frequent IPD clinical syndrome was pneumonia
as anticipated. Population characteristics and risk factors distribution are summarized in table 1
and table 2. Risk factors included smoking, COPD or asthma, liver cirrhosis, splenectomy or
asplenia, autoimmune disease, hypogammaglobulinemia or hypocomplementemia, active solid or
hematologic tumors, immunosuppressive or biological therapies, chronic systemic steroid use (>20
mg prednisone/day > 15 days), neutropenia, and HIV infection. One third of the recruited patient
did not present known risk factors. In addition, 280 ethnically matched healthy adult blood donors
were collected from Hospital Universitari Mutua Terrassa. This sample has a statistical power of
95% to detect associations (odds ratios>2.5) with genetic variants with a minor allele
frequency 20.05. Only Caucasian subjects were analysed in order to reduce genetic heterogeneity.
All participants gave informed consent and the study was approved by the respective Ethics

Committees.

Genetic characterisation of the sample
DNA was extracted from whole blood using a commercial kit and following the manufacturer
recommendations (EZNA SQ blood DNA Kit 1, VWR-Omega). DNA samples were stored at -202C

until required for study. Forty-three informative single nucleotide polymorphisms (SNPs) within
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the 10 candidate genes (IL10, IL12B, IL1A, IL1B, ILR1, IL4, NFKBIA, NFKBIE, NFKBIL2 & NFKBIZ) were

selected for study using the tagSNP option in the hapmap programme (www.hapmap.org,

selection criteria: r2=0.8 and minor allele frequency= 0.05, see table | for complete list). Four of
the selected SNPs (IL1A rs3783526, 1L1Brs1143643, ILR1 rs2160227 & rs2287047) had been
associated with IPD risk in a previous study [6]. Genotyping was performed using the Sequenom
MassARRAY platform and iPLEX Gold reaction assays (CEGEN, Santiago de Compostela, Spain). Five
percent of the samples were retested for confirmation. A genotyping success rate higher than 95%

was obtained for all SNPs and samples.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the G*Power Calculator, SPSS (version 21, IBM, USA),
PLINK (version 1.07, Purcell et al. 2007) and Epilnfo (Centers for disease control and prevention,
version 7.1.4.0) statistical packages. Single marker analyses were performed using chi-square tests
to compare the allele and genotype distributions between patients and control subjects. A second
analysis was performed including only the subgroup of patients who did not present known IPD
risk factors (IPD-WRF). Phased haplotype analyses (using the E-M algorithm) including all SNPs

within a gene were performed.

Results

Tables 3 and 4 summarize the results of the genetic comparisons between IPD patients and
controls, and between IPD patients without known risk factors (IPD-WRF) and controls,

respectively. All SNPs were in Hardy-Weinberg equilibrium, except IL1A rs2856838 (p=0.04).

Single marker analyses revealed significant differences in the allele distribution of the NFKBIA
rs1050851 (x’=4.23, p=0.04) and NFKBIE rs2282151 (x°=5.13, p=0.02) polymorphisms (see table 3).
The rs1050851-T and rs2282151-C alleles were relatively more frequent in IPD patients than in
controls (0.25 vs 0.18 and 0.26 vs 0.19, respectively). When comparing genotype frequencies, a
significant association between the genotype distribution of the NFKBIZ rs645781 and risk of IPD
was observed (x’=8.25, p=0.02). The frequency of individuals with the genotype rs645781-C/C
was higher amongst IPD patients (10%) than in controls (4%). Additionally, an association was
observed between the genotype distribution of ILIR1 rs3917254 and IPD risk (x?=6.70, p=0.04),
with a higher frequency of rs3917254-C/C in IPD patients (4%) than in controls (0.4%). Haplotype
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analyses showed association between allelic combinations of polymorphisms in the genes IL1R1
(x’=3.83, p=0.05) and NFKBIE (x°=4.71, p=0.03) and IPD risk (see table 5). The analysis of the
subgroup of patients without risk factors (IPD-WRF) revealed the presence of several associations.
The allelic distribution of the polymorphisms ILIR1 rs2160227 (x’= 5.62, p=0.03), rs13020778
(x’=5.73, p=0.02), rs3917267 (x°= 3.72, p=0.05) and IL4 rs2227284 (x’=3.76, p=0.05) were
associated with IPD, with rs2160227-C (0.81 in IPD-WRF patients vs 0.68 in controls), rs13020778-
T(0.67 vs 0.54), rs3917267-A (0.47 vs 0.36) and rs2227284-A (0.35 vs 0.25) as risk alleles (see table
IV). The genotype distribution of IL10 rs3024509 (x’= 7.70, p=0.02), IL1IR1 rs3917254 (x’= 13.40,
p=0.001), NFKBIZ rs645781 (x’= 13.86, p=0.001) and rs677011 (x’= 9.06, p=0.01) were also
significantly associated with IPD risk, with rs3024509-C/C (2% in IPD vs 0 in controls), rs3917254-
A/A (4% vs 0.4%), rs645781-C/C (16% vs 4%) and rs677011-G/G (23% vs 11%) as the risk
genotypes. The risk genotypes were also relatively more frequent in IPD-WRF patients than in IPD
patients presenting known risk factors (see figure 1). Haplotype analyses revealed no clear
associations (data not shown). Only an IL1R1 haplotype (AGCTGCGGGAG) showed a trend towards
association with IPD-WRF (x’= 3.70, p=0.054).

Discussion

We investigated the influence of 43 SNPs within 10 immunological genes (IL10, IL12B, IL1A, IL1B,
IL1IR1, IL4, NFKBIA, NFKBIE, NFKBIL2 & NFKBIZ) on IPD risk in a cohort of 144 Caucasian IPD
patients and 280 controls. We found several associations between variants in the IL1R1, IL4, IL10,

NFKBIE, NFKBIA, and NFKBIZ genes and risk of IPD.

Several IL1IR1 polymorphisms were found associated with IPD risk when comparing the genotype
distribution of IPD patients vs. controls (rs3917254) and when comparing the genotype and allele
distributions between IPD patients without known risk factors and controls (rs2160227,
rs13020778, rs3917254 & 3917267). These polymorphisms are intronic variants of unknown
function, although they are located in areas that may affect transcription regulation. Interestingly,
a previous study had found association between an IL1R1 rs2160227 variant and IPD risk in
European Americans [6], although we could not replicate their findings of association between the
rs2287047 polymorphism and IPD risk. Differences in sample size and population group may

account for this discrepancy.
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ILIR1 is an important mediator of the activity of IL1 alpha and IL1 beta. Prolonged bacterial
colonization was detected in interleukin-1 receptor type 1 (IL-1R) deficient mice [13]. IL-1R type |
deficient mice were also found more susceptible to pneumococcal meningitis and had higher
mortality compared with wild-type mice [14]. Our results suggest that genetic variants in the ILIR1

gene may alter the expression of this key receptor and therefore influence susceptibility to IPD.

A second Interleukin gene, the IL4 was associated to IPD risk. The genotype distribution of the only
SNP analysed within this gene (rs2227284) was found to be associated with IPD risk when
evaluating patients without risk factors. No associations with this intronic variant of unknown
function were detected when analysing the entire cohort, therefore, this association may identify
patients at high risk of IPD. An IL4 rs243302 variant has been previously associated to IPD risk in a
European-American cohort [6]. IL-4 is a major factor in B cell activation and differentiation [15].
High levels of IL-4 mRNA were associated with higher survival rates in a murine model of
pneumococcal pneumonia [15]. IL4 and other cytokines were found associated with sepsis
severity, organ failure and death in a cohort of patients with septic shock [16]. While all these
reports suggest that IL-4 plays an important role in the pathogenesis of sepsis and inflammation,

its precise role during the course of the infection remains unknown.

The genotype distribution of IL10 rs3024509 was associated with IPD risk in the studied cohort
(p=0.02). This association was only evident among patients without known risk factors. The
rs3024509 polymorphism is an intronic variant of unknown functionality and its contribution to
the disease is unclear. The anti-inflammatory cytokine IL10 plays an important role in the innate
immune response. IL10 serum levels correlate with the intensity of the inflammatory response,
the severity and the clinical outcome in sepsis, septic shock and CAP [9, 17, 18]. In a previous
study, an IL-10 polymorphism was associated with increased IL-10 release and with higher risk for
septic shock in IPD patients [9]. IL10 genetic mutations have been previously associated with
increased mRNA levels in human blood mononuclear cells stimulated with S. pneumoniae and high
levels of IL-10 were correlated with a fulminant course of S. pneumoniae infection in a murine
model of post influenza pneumococcal pneumonia [19, 20]. Our finding constitutes further

evidence suggesting that alterations in this gene are important in immunological response to IPD.

The genotype distribution of a NFKBIZ polymorphism (rs645781) was associated with IPD risk in

our sample. The statistical significance of this association increased when considering only the IPD-
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WRF patients. The rs645781 polymorphism is an intronic variant of yet unknown functionality. A
previous study conducted on European and African subjects found association between a NFKBIZ
variant (rs600718) and IPD [8]. Additionally, several other NFKBIZ variants were associated with
susceptibility to pneumococcal disease. However, this study did not corroborate our finding of
association between rs645781 and IPD. Genetic heterogeneity and sample size may explain these
discrepancies. Nevertheless, these findings suggest that genetic variants in the NFKBIZ gene may

play an important role in IPD.

The allelic distribution of two variants in the NFKBIA (rs1050851) and the NFKBIE (rs2282151)
genes were associated with IPD susceptibility. Previous studies have found a genetic variant in
NFKBIE (rs529948, not included in our study) associated with risk of pneumococcal infection in
children [21]. Remarkably, genetic variants in NFKBIA (rs3138053 and rs2233406) have been
associated with protection from IPD [7]. The NFKBIA, NFKBIE and NFKBIZ genes encode a protein
family of NF-kB inhibitors. NF-kB is essential for cytokine expression, neutrophil recruitment and
bacterial killing in pneumococcal pneumonia[22]. The genetic control of this major inflammatory
pathway is extremely complex. On one hand, impaired NF-kB activation is associated with
immunodeficiency [23], but on the other increased levels of NF-kB activation are associated with a
worse outcome from sepsis[22]. More studies are needed on the role of this key pathway to

understand the impact of genetic polymorphisms.

In general, the strengths of the findings reported here increased when only considering IPD
patients without known risk factors in spite of the reduced sample size. This observation suggests
that genetic factors may explain, at least in part, the risk of IPD infection in persons not presenting
known risk factors. However, the associations were marginal and of moderate genetic effects
(odds ratios between 1.4-1.6 for alleles associated with risk of IPD and around 0.5 for protective
alleles) and should be confirmed in independent samples. Nevertheless, these are interesting
findings that, if confirmed, could be translated into genetic tests to identify individuals with a
higher risk of infection on which preventive interventions such as vaccination could be

implemented.

Our study has several limitations. First of all, the sample size is moderate for candidate-gene
association studies, although it is a relatively large IPD cohort given the difficulties of collating such

a sample. Therefore, the results should be considered as preliminary and should be replicated in
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independent studies. Finally, the statistically significant associations found were marginal and did
not withstand Bonferroni corrections for multiple analyses (correction factor= 43). However,
multiple analyses corrections may be too conservative as SNPs located in the same gene are not

independent events. Nevertheless, confirmation in independently collated samples is required.

Conclusion

The innate immune system represents the first non-specific step in host defence. The patterns of
host response that drive the S. pneumoniae to a limited colonization, with eventual clearance of
the pathogen, or to an aggressive path resulting in disease development are still poorly
understood. In the present study, we have found evidence that genetic variants from key
cytokines (IL1R1, IL4, IL10) and from IkB genes (NFKBIE, NFKBIA, and NFKBIZ) may predict risk of
IPD. Our findings, taken together with previous reports, support the idea that genetics may
partially explain susceptibility to pneumococcal infection. If validated, these biomarkers may help
to develop future treatments and to identify people with high risk of IPD on which preventive

measures such as vaccination could be applied.

62



Acknowledgments

Anna Sangil Betriu is the guarantor of the content of the manuscript, including the data and

analysis.

ASG, ECS had full access to all of the data in the study and takes responsibility for the integrity of

the data and the accuracy of the data analysis.

Participants were recruited by seven of the authors (ASG, HM, RGF, MP, AP, MA and JT). MJA, RGF,
MP, HM, AP, MA, JT, LI and JG also contributed substantially to the study design, data analysis and

interpretation, and the writing of the manuscript.

63



Figures

Figure 1. Distribution (%) of risk genotypes in controls (N=280), IPD patients presenting known
risk factors (IPD, N=100) and IPD without known risk factors (IPF-WRF, N=44)
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IPD: invasive pneumococcal disease. IPD-WRF: invasive pneumococcal diseases without risk factors.
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Tables

Table 1. Characteristics of the study population

Mean age, years (SD) 38(7.2) 38.5(7.2) 37 (7.3)
Male (%) 82 (56.9%) 61 (61%) 21 (47.7%)
Pneumonia 136 (94.4%) 94 (94%) 42 (95.5%)
Meningitis 7 (4.9%) 5 (5%) 2 (4.5%)

Bacteraemia only 1(0.7%) 1(1%) 0
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Table 2. Description of risk factors in IPD patients (N=100)

*some cases have > 1 risk factor

**>20 mg prednisone/day > 15 days

66



Table 3. Summary of genetic comparisons between IPD patients and controls

GENE SNP Ref MAF | MAF Allele analyses Genotype
allele  CTL IPD analyses

5 e e P

. IL10 | rs3021094 C 0.09 | 008 | 021 |065]| 088 | 046 | 0.79
rs2222202 T 0.41 0.43 0.12 0.73 | 1.05 0.30 0.86
rs1554286 T 0.21 0.17 1.25 0.26 | 0.81 1.24 0.54
rs3024495 A 0.14 0.15 0.18 0.67 | 1.09 0.69 0.71
rs3024498 G 0.21 0.21 0.02 0.88 | 1.02 0.38 0.83
rs3024509 C 0.07 0.06 0.03 0.86 | 0.95 2.29 0.32
rs1518111 A 0.23 0.22 0.17 0.68 | 093 1.19 0.55

IL12B rs730691 T 0.37 0.39 0.46 050 | 1.11 0.64 0.73
rs3181216 A 0.28 0.25 0.79 0.37 | 0.86 0.99 0.61
rs1433048 G 0.16 0.16 0.001 | 0.98 1.01 0.10 0.95
rs2853694 C 0.45 0.42 0.53 0.46 | 0.90 1.45 0.49
rs6894567 G 0.21 0.23 0.52 047 | 113 1.18 0.55
rs2546893 A 0.46 0.48 0.17 0.68 | 1.06 1.27 0.53
rs1368439 G 0.16 0.17 0.15 0.67 1.08 0.15 0.93
rs2569253 C 0.46 0.42 0.89 0.35 | 0.87 1.27 0.53
rs2569254 T 0.18 0.18 0.02 0.89 | 0.97 2.26 0.32
rs919766 C 0.14 0.14 0.04 0.85 | 0.96 0.84 0.66

IL1A rs3783526 A 0.27 0.27 0.001 | 097 | 1.01 0.13 0.94
rs1894399 A 0.28 0.26 0.60 0.44 | 0.88 0.92 0.83
rs2856838 T 0.44 0.46 0.22 0.64 1.07 0.40 0.82

IL1B rs1143643 A 0.39 0.39 0.01 0.93 | 0.99 0.12 0.94
ILR1 rs2160227 A 0.32 0.30 0.33 0.57 | 091 0.97 0.65
rs951193 A 0.03 0.02 0.57 045 | 0.71 0.53 0.30
rs13020778 C 0.47 0.44 0.36 0.55 | 0.92 0.36 0.84
rs2287047 T 0.34 0.36 0.20 0.65 1.07 2.08 0.35
rs3917243 A 0.41 0.41 0.05 0.82 | 097 0.09 0.95
rs3917246 T 0.22 0.22 0.04 0.84 | 1.04 0.22 0.90
rs3917254 A 0.14 0.16 0.81 0.37 | 1.20 6.70 0.04
rs3917267 A 0.36 0.38 0.43 0.51 1.10 1.84 0.40
rs3917292 A 0.08 0.09 0.89 034 | 1.28 1.08 0.58
rs3917296 G 0.09 0.09 0.06 0.81 | 1.06 4.92 0.08
rs3917329 T 0.07 0.06 0.32 0.57 | 0.84 1.07 0.59

L4 rs2227284 A 0.25 0.26 0.20 0.66 | 1.07 0.97 0.62
NFKBIA | rs1050851 T 0.19 0.25 4.23 0.04 | 143 431 | 012
rs696 A 0.43 0.38 1.83 0.18 | 0.82 4.70 0.09

NFKBIE | rs730775 G 0.49 0.52 0.85 036 | 1.14 1.26 | 0.53
rs2282151 C 0.19 0.26 5.13 0.02 | 148 5.42 0.07
NFKBIL2 | rs7843998 C 0.49 0.48 0.06 0.81 | 0.97 0.37 | 0.83
NFKBIZ | rs9841857 T 0.27 0.26 0.03 0.86 | 0.97 5.17 | 0.08
rs7644388 T 0.27 0.31 1.49 0.22 1.22 1.84 0.40
rs645781 C 025 | 0.26 015 | 0.70 | 1.07 | 825 | 0.02
rs677011 G 0.36 0.34 0.38 0.54 | 091 2.94 0.36
rs11718446 A 0.26 0.23 1.01 0.32 | 084 2.64 0.27

Abbreviations:

CTL: control, IPD: Invasive Pneumococcal Disease patient, MAF: minimum allele frequency.
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Table 4. Summary of genetic comparisons between IPD patients without risk factors (WRF) and
controls

GENE SNP Ref MAF Allele analyses Genotype
allele IPD analyses
WRF | X P |oRs| x* P
0.09 0.003 | 0.95 0.98 0.78 0.68

IL10 rs3021094

rs2222202 0.49 1.72 0.19 1.35 1.62 0.45
rs1554286 0.15 1.68 | 0.19 | 0.66 1.60 0.45
rs3024495 0.15 0.01 | 090 | 1.04 1.41 0.49
rs3024498 0.29 3.20 0.07 1.59 3.33 0.19
rs3024509 0.06 0.11 0.74 0.85 7.70 0.02
rs1518111 0.18 1.14 0.29 0.73 1.46 0.69
IL12B rs730691 0.43 1.32 0.25 | 131 5.85 | 0.054
rs3181216 0.22 0.95 | 033 | 077 | 095 0.62
rs1433048 0.16 <0.01 0.99 1 0.31 0.86
rs2853694 0.42 0.21 | 065 | 0.90 | 0.36 0.84
rs6894567 0.27 1.60 0.20 1.39 3.19 0.20
rs2546893 0.48 0.05 0.82 1.05 1.17 0.56
rs1368439 0.18 0.17 0.68 1.13 0.23 0.89
rs2569253 0.37 207 | 015 | 071 | 2.14 0.34
rs2569254 0.15 0.62 0.43 0.78 0.91 0.64
rs919766 0.12 0.24 0.62 0.84 0.81 0.67
ILIA rs3783526 0.33 1.20 | 027 | 131 1.70 0.43
rs1894399 0.22 1.60 0.21 0.71 2.38 0.31
rs2856838 0.45 0.03 0.86 | 1.04 0.03 0.99

0.39 0.01 093 | 098 0.31 0.86
0.19 5.62 0.03 0.51 5.53 0.06

IL1B rs1143643
ILR1 rs2160227

rs951193 0.03 <0.01 0.99 1.00 1.00 0.60
rs13020778 0.33 573 | 002 | 056 | 541 | 0.07
rs2287047 0.26 2.37 0.12 | 0.67 2.54 0.28
rs3917243 0.47 0.83 0.36 1.23 2.59 0.27
rs3917246 0.26 0.90 | 034 | 1.28 | 092 0.63
rs3917254 0.09 1.65 | 0.20 | 0.61 13.40 | 0.001
rs3917267 0.47 3.72 0.05 1.56 4.04 0.13
rs3917292 0.11 1.54 0.21 1.58 2.79 0.25
rs3917296 0.13 1.14 | 029 | 146 | 4.62 0.10
rs3917329 0.04 0.72 0.40 0.64 0.76 0.69

0.35 3.76 0.05 | 161 411 0.13
0.16 0.46 0.50 | 0.81 0.81 0.67

L4 rs2227284
NFKBIA | rs1050851

rs696 0.41 0.44 071 | 092 0.43 0.81
NFKBIE | rs730775 0.45 0.33 0.56 | 0.88 4.28 0.12
rs2282151 0.24 1.00 032 | 131 1.38 0.50

0.49 <0.01 | 0.97 | 0.99 0.35 0.84
0.31 0.64 042 | 122 1.18 0.56

NFKBIL2 | rs7843998
NFKBIZ | rs9841857

0|0 oap|A|2lH@|2|2|Hl2|H 022|200 QO0Q|2|HA|2O0Q|B[H[A|O

rs7644388 0.31 0.58 045 | 121 0.86 0.65
rs645781 0.26 0.04 0.85 | 1.05 | 13.86 | 0.001
rs677011 0.37 0.01 091 | 1.03 9.06 0.01
rs11718446 0.23 0.45 0.50 | 0.83 1.07 0.59

Abbreviations: CTL: control, IPD-WRF: Invasive Pneumococcal Disease patient without known risk factors, MAF: minimum allele
frequency.

68



Table 5. Summary of haplotype analyses comparing allelic frequencies between IPD patients and
controls

CASES vs CONTROLS
ILIR1* AGCCACGGGAG P=0.05 (corrected p=ns)
NFKBIE** GC P=0.03 (corrected p=ns)

*rs2160227|rs951193 |rs13020778 | rs2287047 | rs3917243 | rs3917246 | rs3917254 | rs3917267 | rs3917292 | rs3917296 | rs391732
** rs730775|rs2282151
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RESUM DELS RESULTATS

ESTUDI 1: «Aetiology of community-acquired pneumonia among adults in an HIN1

pandemic year: the role of respiratori viruses»

Estudi prospectiu observacional en que s’inclouen 169 pacients ingressats entre els
mesos de novembre del 2009 fins a I'octubre del 2010 a I’'Hospital Universitari Mutua
Terrassa per una PAC. D’aquests, 38 (22 %) son exclosos per manca de mostra
respiratoria (esput), per la qual cosa la poblacié finalment analitzada és de 131

pacients.

Fent us dels metodes convencionals (hemocultiu, cultiu d’esput, serologies aparellades
i determinacié dels antigens en orina per a S. pneumoniae i Legionella pneumophila)
s’arriba a un diagnostic etiologic en 66 dels 131 pacients (el 51 %). La incorporacié de
la PCR multiple (Seegene®) ha permeés arribar a un diagnostic etiologic en 92 dels 131

pacients (el 70 %).

En relaci6 amb la causa de la infeccid, en un 34 % de les pneumonies (45 pacients)
s’identifica un bacteri com a agent causal on el patogen més freqlient identificat és
S. pneumoniae. En un 17 % (22 pacients) un o més virus; els patogens més freqlients
son el VRS, en 7 casos, i el virus de la Influenza A o B, en 6 casos. En un 19 % (25
pacients) es documenta una coinfeccié per virus i bacteris, i en el 30 % restant dels

casos no s’arriba a cap diagnostic etiologic.

La pneumonia viral presenta amb menys frequencia calfreds [4% enfront del 47 %
(p=0.001)], alhora que més mialgia, rinorrea o odinofagia [45 % enfront del 20 %

(p=0.04)], aixi com més tos seca [45 % enfront del 20 % (p= 0.04)].

Els nivells de procalcitonina sén més baixos en pacients amb pneumonia viral en
comparacido amb els pacients amb pneumonia bacteriana [0.8 enfront de 10 mg/L
(p =0.03)]. Tant la gravetat mesurada com la preséncia de xoc, com el CURB, sén mes

elevats en el cas de la pneumonia bacteriana que en la viral (p =0.04 i p = 0.02).
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Dels 12 pacients immunocompromesos inclosos en l'estudi, en 5 l'etiologia és
bacteriana; en 2, viral; en altres 2 infeccions mixtes, i en 3 no s’assoleix el diagnostic

etiologic.

En una analisi post hoc descrivim un major nombre de casos d’etiologia viral en menors
de 65 anys [26 % enfront del 10.4 % (p = 0.031)], juntament amb un menor diagnostic
etiologic en majors de 65 anys [37.7 % enfront del 18.5 % de diagnostic desconegut

(p = 0.021)].

ESTUDI 2: «Impact of vaccination on Invasive Pneumococcal Disease (IPD) in adults

with focus on the immunosuppresed»

Estudi multicéntric observacional prospectiu on s’inclou un total de 799 episodis de
malaltia pneumococcica invasiva al llarg de quinze anys d’estudi (periode 1999 - 2014).

D’aquest total s’obté serotip en 694 episodis, que és la mostra final.

Definim com pacient amb immunosupressiéo aquell amb quimioterapia activa per
cancer, tractament immunosupressor per malaltia autoimmune, tractament biologic,

tractament cronic amb corticoides, hemodialisi, neutropenia o infeccid per VIH.

La cohort inclou un total de 694 episodis de malaltia pneumococcica invasiva (MPI) en

693 pacients, dels quals 198 (28.5 %) es consideren immunodeprimits.

Es descriu una davallada de la incidencia de I’'MPI al llarg dels anys en tot el periode
d’estudi i en totes les edats, la qual és del 60 %: de 20/100 000 persones/any el 1999
fins a 8/100 000 persones/any el 2014 (Pearson, p < 0.004).

Si analitzem la incidéncia d’MPI en els diferents grups d’edat, descrivim com en majors
de 65 anys és més elevada que en la resta de la poblacid, i posteriorment presenta una
caiguda significativa, mentre que en la cohort de pacients d’entre 18 i 64 anys les

incidencies no mostren una disminucio significativa.

La resisténcia a la penicil-lina definida pels punts de tall de meningitis segons la CLSI
mostra una tendéncia a la disminucié al llarg del periode d’estudi (p=0.023), dins un

rang que va del 38 % a I'11 %.



La cobertura vacunal global considerant tot el periode per la PCV7 és del 21.6 %
enfront del 28.8 % comparant poblacié general i immunodeprimits (p =0.04). | la
cobertura vacunal global considerant tot el periode per la PCV13 és del 64.5% al

56.6 %, respectivament (p = 0.05).

D’altra banda, la proporcié de pacients amb MPI causades per serotips inclosos en la
PCV7 i la PCV13 decreix de forma significativa durant el periode d’estudi (Somers test:

p < 0.05).

ESTUDI 3: «Genetic susceptibility to invasive pneumococcal disease»

En aquest estudi s’inclouen 144 pacients afectats per I'MPI aparellats per étnia amb
280 controls. S’estudien 43 SNP de 10 gens candidats corresponents a proteines
implicades en la resposta immune innata. En més del 90 % dels casos inclosos, 'MPI és
atribuible a PAC. Els casos s’agrupen en funcié de la preséncia de factors de risc
coneguts. Es defineixen els seglients factors de risc coneguts per a la pneumonia: habit
tabaquic, MPOC, asma, cirrosi hepatica, esplenectomia o asplénia, malaltia
autoimmune, hipogammaglobulinemia o hipocomplementémia, tumor solid o
hematologic actiu, terapies immunosupressores o biologiques, Us cronic de corticoides
(més de 20 mg de prednisona/dia durant més de 15 dies), neutropénia i infeccid per

VIH.

En I'analisi simple es detecten diferencies significatives en la distribucié al-lélica dels
polimorfismes NFKBIA rs1050851 (p = 0.04) i NFKBIE rs2282151 (p = 0.02), rad per la

qual s’associen a susceptibilitat a I’'MPI.

Quan comparem les freqliéncies genotipiques trobem una associacid estadisticament
significativa entre la distribucié genotipica d’NFKBIZ rs645781 i el risc d’MPI (p = 0.02).
També s’ha trobat una associacio entre la distribucioé genotipica de la IL1R1 rs3917254

i 'MPI (p = 0,04) i 'NFKBIZ rs645781 (x*= 8.25, p = 0.02).

L'analisi del subgrup de pacients sense factors de risc confirma que la distribucid
al-lelica dels polimorfismes IL1R1 rs2160227 (x° = 5.62, p = 0.03), rs13020778 (x*= 5.73,
p=0.02), rs3917267 (x*= 3.72, p=0.05) i IL4 rs2227284 (x*=3.76, p =0.05) estan
associats a MPI. D’altra banda, la distribucié genotipica d’IL10 rs3024509 (x°= 7.70,
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p=0.02), ILIR1 rs3917254 (x*= 13.40, p=0.001), NFKBIZ rs645781 (x*= 13.86,
p =0.001) i rs677011 (x*= 9.06, p = 0.01) també esta associada amb els risc d’MPI. A
més, els genotips de risc es presenten de forma relativament més freqiient en pacients

sense factors de risc que en pacients amb factors de risc coneguts.



DISCUSSIO

Establir el diagnostic de la pneumonia aguda de la comunitat és un repte encara
pendent de resoldre (21). Aixi doncs, els objectius d’aquesta tesi sén, d’'una banda,
identificar els patogens que causen aquesta malaltia, aixi com els canvis
epidemiologics, i de I'altra, descriure els factors genetics de I’hoste que potencialment
predisposen al desenvolupament de la malaltia. El coneixement d’aquests elements
pot condicionar de manera molt positiva una millora en el tractament i en el pronostic

d’aquesta entitat.

L'arribada a I'escenari clinic dels nous meétodes diagnostics mitjancant la PCR ha
aconseguit augmentar la identificacié dels agents causals de la PAC. Malgrat aixo,
encara estem molt lluny d’assolir unes xifres comparables a la que presenten moltes
altres malalties infeccioses. Amb aquesta eina diagnostica se’ns dibuixa un nou
escenari clinic, amb el reconeixement de nous agents (els virus) que semblen desplacar
la que tradicionalment era reconeguda com la primera causa de la PAC: I'S.

pneumoniae (3).

No obstant, hi ha hagut importants variacions en la literatura que convé analitzar.
D’una banda, les relatives a la mostra utilitzada, que justifica en part la variabilitat
observada en les taxes d’incidencia reportada als estudis en que s’apliquen tecniques
microbiologiques per a la identificacié de la PAC viral. En el primer estudi presentat, es
porta a terme la determinacié per PCR de virus respiratoris mitjangant una mostra
d’esput, tal com algun grup ha publicat recentment (Gadsby et al. (22)), en comptes de
dur a terme un frotis nasofaringi, que és el que han fet altres autors (3, 23, 26, 27, 32,
33). Si bé un esput de qualitat és més dificil d’obtenir que el frotis nasofaringi, també
és més representatiu de I'arbre respiratori inferior i, en aquest sentit, pot contribuir a
distingir la potencial colonitzacié del tracte respiratori superior de la infeccid veritable
al tracte respiratori inferior. En la literatura recent tenim dos treballs que clarament
ens mostren la diferéncia entre una mostra i 'altra. En primer lloc, cal citar Gadsby et
al. (22), autors ubicats a Escocia, que només analitzen aquells pacients que han produit

una mostra d’esput de qualitat. En aquesta serie s’assoleix un 87 % de diagnostic
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etiologic i els principals agents detectats sén I’'Haemophilus influenzae i |'Streptococcus
pneumoniae. En segon lloc, Jain et al. (3), en I'ambit nord-america, inclou pacients de
qui es recull una mostra de frotis nasofaringi. En aquest segon treball, els autors
assoleixen un 38 % de diagnostic etiologic, i els virus constitueixen el primer grup
etiologic, en el qual destaquen el Rhinovirus i la Influenza, seguits de I'S. pneumoniae.
En el nostre cas, en qué també s'utilitza com a meétode una mostra d’esput,
I’S. pneumoniae ha estat el principal agent causal de PAC. Altres factors també poden
justificar aquestes diferéncies: son especialment rellevants les variacions estacionals i
I’area geografica relacionada amb I'entorn epidemiologic (per exemple, I'elevada taxa
de virus identificats en I'estudi america podria ser explicada parcialment atenent a la
vacunacidé massiva antipneumococcica infantil duta a terme per mitja de la vacuna

polisacarida conjugada).

Un fet de gran interes per al metge assistencial sdn les diferents formes de presentacié
clinica que es produeixen segons si les PAC sdn bacterianes o virals. Els pacients amb
pneumonia viral tenen una presentacié clinica diferent de la bacteriana, amb més tos
seca, cosa que pot explicar la major proporcido de diagnostic etiologic bacteria en
estudis on la PCR es realitza sobre esput i no mitjancant frotis. Aixi mateix, hem trobat
altres diferencies, com ara una major presencia de rinorrea, mialgia o odinofagia en la
pneumonia viral, i una major presencia de calfreds en la bacteriana. Aquestes
diferéncies en la forma de presentacié també han estat descrites per altres autors,
com Lee et al. (88), que detecta una major incidéncia de sibilancies en els pacients amb
infeccio per VRS respecte dels pacients amb infeccid per Influenza, els quals, a I’hora,
presenten més febre, o com Bewick et al. (89), qui descriu una escala en la qual intenta
predir el risc d’'Influenza. Tots aquests treballs, pero, tenen determinades limitacions:
la principal és el fet que no es pot descartar la coinfeccié (90). Una altra de les
troballes més rellevants és el fet que descrivim una menor resposta inflamatoria en els
pacients afectats de pneumonia viral, en qui s’observa una proteina C reactiva menor i
una procalcitonina significativament menor en comparaci6 amb els casos de
pneumonia bacteriana. Tot i aixi, el paper de la procalcitonina en el maneig de la PAC

segueix estant sotmeés a debat (91, 92).



Pel que fa a I'etiologia de la PAC, hi ha factors de I'hoste que en part poden explicar
una major predisposicié. En una analisi post hoc descrivim una major freqieéncia
d’etiologia bacteriana en pacients més grans de 65 anys. A més, en el subgrup de
pacients immunocompromesos trobem un 42 % amb etiologia bacteriana, una
proporcid superior a la descrita en comparacié amb la resta de poblacié. Malgrat que
el nombre de pacients inclosos és petit, aquest descobriment demostra que |'hoste té

un paper clau en el risc de desenvolupament de la malaltia.

Es d’especial interés el fenomen de la coinfeccié viral-bacteriana. En la nostra mostra
la coinfeccid és identificada en un 19 % dels casos (25 pacients) i les combinacions més
freqlients son I'S. pneumoniae i el Rhinovirus, i I'S. pneumoniae i el Coronavirus. No
podem esbrinar si la infeccid viral precedeix la bacteriana o si totes dues actuen
simultaniament, i saber-ho seria de gran ajuda a I'hora d’entendre la fisiopatogenia de
la infeccid. Existeix evidéncia en estudis clinics que donen suport al paper patogen dels
virus com a coagents causants de la PAC en combinacié amb bacteris. Morens et al.
(93) han analitzat dades de les pandemies per Influenza del 1918, 1957 i 1968 i
suggereixen que la majoria de morts durant aquells periodes eren degudes a
coinfeccions secundaries a bacteris. En la literatura recent les coinfeccions més
freqientment descrites son la combinacid d’S. pneumoniae i Influenza i
d’S. pneumoniae i Rhinovirus (94,95). Els percentatges descrits en la literatura de
coinfeccié van d’un 3% a un 26.5 %; similars, per tant, als nostres resultats (3, 23, 26,
27, 32, 33). D’altra banda, hi ha evidencia que les infeccions mixtes (virus amb bacteri)
es presenten amb una gravetat i una morbimortalitat més elevades (2, 96). Tot i els
avencos assolits fins ara, calen més estudis per coneixer el pes dels virus en I'etiologia i
la patogenesi de la pneumonia. La identificacid definitiva d’aquests agents com a causa
de la PAC podria ajudar a fer un Us més racional dels antibiotics en el tractament

d’aquesta entitat.

En aquest context epidemioldgic canviant, s’hi barregen dues situacions: d’'una banda,
hem millorat la nostra capacitat diagnostica, la qual cosa situa la infeccid viral en el
punt de mira; de I'altra, la pressié que ha exercit la vacunacié amb vacuna conjugada
en la poblacié infantil ha modificat la incidéncia de I'MPI. En 'estudi que respon al

segon objectiu d’aquesta tesi descrivim com en un periode de 15 anys es produeix una
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disminucié progressiva de la incidéncia d’MPI, fet que també ha estat descrit en la

literatura cientifica en altres ambits geografics (42-45).

Les causes potencials d’aquesta caiguda de la incidencia sén multiples i diverses. En
primer lloc, tal com hem esmentat, la introduccié de les vacunes conjugades en la
poblacié infantil probablement ha modificat la freqliiencia i el tipus de serotips
colonitzadors. En el nostre entorn, la reduccié de la incidéncia és a costa de la
disminucié dels serotips vacunals de la PCV7 i, en un menor grau, de la dels serotips de
la PCV13. Val a dir que el periode d’estudi va des del 1999 fins al 2014 i que la
introduccié de la PCV7 i de la PCV13 van tenir lloc el 2001 i el 2010, respectivament. Es
probable que el fet que les vacunes no hagin estan financades pel sistema public de
salut fins fa poc temps hagi provocat que el compliment sigui erratic. Es ben conegut
que el grau d’'immunitat d’'un grup depén de la cobertura vacunal inicial i de la
guantitat de poblacié vacunada acumulada. Alguns autors han descrit una reduccié
significativa de la incidencia de I’'MPI entre el primer i el segon any a partir de la
introduccid de la vacuna conjugada en llocs on la implementacio és financada i, per
tant, és practicament universal entre la poblacié infantil (42, 97). Al 2004, el nostre
grup va analitzar la incidencia de I'MPI en nens menors de 5 anys: no vam demostrar
una caiguda de la incidencia comparant el periode 1999-2001 (prevacunal) i el 2002-
2004 (postvacunal). Llavors la taxa de vacunacié infantil en la nostra area va passar del
4.8 % al 2002 al 34 % el 2006. Aixi doncs, en arees com Catalunya, caracteritzades per
una baixa taxa de vacunacio infantil amb vacuna polisacarida conjugada, el periode de
temps necessari per detectar una caiguda en la taxa d’incidencia de I'MPI pot ser més

llarg (59).

En la nostra cohort un terg dels pacients adults amb MPI son immunodeprimits. La
presentacio clinica i la distribucid dels serotips en aquest grup en comparacié amb la
poblacidé general presenten unes caracteristiques diferents. La bacteriemia sense focus
aparent és més prevalent i la gravetat i la mortalitat s6n més altes en aquest grup. A
més, la cobertura vacunal oferida per la PCV13 és menor, i els serotips altament
invasius (1,5 i 7F) estan menys representats en aquest grup. Aquest fet ja va ser descrit
per Harboe et al. (98), qui va reportar que determinades comorbiditats predisposaven

de forma diferent a infeccions per a certs serotips, i per Alanee et al. (41), que va



descriure com els serotips altament invasius rarament causen infeccié en la poblacié
immunodeprimida. La petita mostra emprada en el nostre estudi no permet realitzar
una analisi multivariant que pugui correlacionar serotips especifics amb comorbiditats

o mortalitat.

Els serotips no vacunals experimenten un increment progressiu en la seva incidencia
tant en la poblacid immunodeprimida com en la general, i representen un 40 % del
total de casos. Aquests resultats sén importants a I’hora de quantificar el benefici de la
vacunacido en adults. Sembla, doncs, una solucié millor promoure una vacunacio
infantil massiva que garanteixi I’eliminacié del reservori, que no pas vacunar
selectivament determinats adults quan la proteccié que ofereix la vacuna pot anar
progressivament decaient (99). A més, si a aquest fet hi afegim que la vacunacié
infantil proporciona immunitat de grup, la capacitat preventiva de la PCV13 en adults
encara pot ser menys rellevant. Davant aquesta situacié, queda clar que I'impacte de la
vacunacié infantil sobre I'epidemiologia de la malaltia fa obligatori consolidar els
sistemes de vigilancia poblacional d’alta qualitat amb taxes d’MPI i serotips de forma
especifica, aixi com monitorar-ne I'evolucié. Cal també valorar la possible necessitat
d’una vacuna conjugada exclusiva per a adults mentre simultaniament fem servir la
PCV13 en nens (100). En I'area de Catalunya, des de I’Agencia de Salut Publica es va

iniciar al 2016 una cohort prospectiva per realitzar aquest registre (101).

En la nostra cohort no trobem canvis quant a la mortalitat ni en la forma de
presentacid clinica tot i el reemplacament de serotips. Sabem que la gravetat i la
mortalitat de I'MPI depenen de la presentacid clinica, dels serotips i de les
caracteristiques de I'hoste. Burgos et al. (46) descriu un increment de les taxes de xoc
en els pacients amb MPI després de la introduccié de la PCV7. Aquesta cohort inclou
653 pacients, un 35 % dels quals immunodeprimits. En canvi, Harboe et al. (45) (en el
seu cas inclogué tota la poblacié de Dinamarca) va trobar una disminucio del 30 % de
la mortalitat relacionada amb MPI després de la PCV7 i la PCV13. Tot i aixi, necessitem
més estudis a fi d’entendre les implicacions potencials derivades dels canvis de

serotips i les associacions amb caracteristiques cliniques de cadascun d’aquests.
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Finalment, en el segon estudi també descrivim una disminucié de la resisténcia a la
penicil-lina que va en la linia publicada en altres treballs (102, 103). Existeixen diverses
hipotesis que poden justificar aquesta reduccid, la primera de les quals és que la
vacunacid ha provocat una disminucié dels portadors nasofaringis de serotips de
pneumococ resistents a la penicil-lina. Aquest fet I’ha descrit Richter et al. (104) als
EUA, on observa una disminucié de la resisténcia a la penicil-lina, que atribueix a la
disminucié del serotip 19A (que comporta un 25 % dels pneumococs resistents a la
penicil-lina); per tant, I'atribueix a I'eficacia de la PCV13. D’altra banda, la disminucid
progressiva del consum d’antibiotics, sobretot de penicil-lines, a canvi d’'un augment
d’us de quinolones per a les infeccions respiratories també pot explicar aquest

fenomen (105).

Un actor principal en I'escenari de I’'MPI és I’hoste. Sabem que I’'MPI té una major
incidéncia en els extrems de la vida, fet que justifica els criteris de vacunacié

poblacional.

Es ben conegut que hi ha una predisposicié genética a la malaltia infecciosa en general.
Sorensen et al. (62) va reconeixer que la mort prematura té un important component
geneétic, especialment les de causa vascular o infecciosa. Aquesta discussié ja ocupava
els cientifics de finals del segle xix. En plena deliberacié academica sobre el paper dels
bacteris com a agents causals de malaltia, el 7 d’octubre del 1892 un higienista
bavares, Max Joseph Pettenkofer, es va beure un coctel de colera preparat pel
bacteridleg Robert Koch davant una multitud horroritzada a fi de demostrar que els
bacteris no tenien cap paper patogen. Pettenkofer no va contraure la malaltia i va
utilitzar aquest triomf per explicar el pes de la predisposicié de I'hoste en el

desenvolupament de les malalties per damunt del potencial paper dels bacteris (106).

L’S. pneumoniae pot passar d’'una colonitzacio transitoria i una resolucié de |'estat de
portador del patogen a la nasofaringe a una invasido agressiva que culmini en el
desenvolupament de la malaltia, sepsia i, inclds, la mort. La interaccid entre la
immunitat i la capacitat d’adherencia i invasié del microorganisme sén factors clau per
entendre aquest ventall d’interaccions entre I'hoste i el patogen. El sistema immune

innat representa el primer pas no especific en la defensa de I’hoste. Encara tenim



dificultats per resoldre els diferents patrons de la resposta de I'hoste. En I'estudi que
pretén respondre el tercer objectiu, investiguem la influencia de 43 SNP en 10 gens
immunologics (IL10, IL12B, IL1A, IL1B, IL1R1, IL4, NFKBIA, NFKBIE, NFKBIL2 i NKFBIZ)
sobre el risc de desenvolupar MPI. Trobem determinades associacions entre variants

dels gens IL1R1, IL4, IL10, NFKBIE, NFKBIA i NFKBIZ i el risc de patir MPI.

Diversos polimorfismes d’ILIR1 es troben associats amb el risc de patir MPI quan
comparem la distribucid genotipica dels pacients amb MPI respecte dels controls
(rs3917254), i quan comparem la distribucid genotipica i al-lélica entre els pacients
amb MPI sense factors de risc coneguts per a la MPl i els subjectes control (rs2160227,
rs13020778, rs3917254 i 3917267). Aquests polimorfismes sén variants introniques de
funcié desconeguda, tot i que la zona pot afectar la regulacié de la transcripcié. Un
estudi dut a terme en individus americans d’origen europeu descriu una associacio
entre la IL1R1 rs2160227 i I'MPI (79); per bé que nosaltres no repliquem els seus
resultats respecte de I’associacio entre el polimorfisme rs2287047, si que ens confirma
el paper important de IL1IR1 en I’'MPI. Probablement, les diferéncies entre la mostra i el
grup de poblacié poden explicar aquesta discrepancia. En qualsevol cas, aquestes
troballes reforcen la hipotesi que les variants genetiques de la IL1IR1 poden tenir un
paper rellevant en la predisposicio a I'MPI. Aixo és plausible bioldgicament si tenim en
compte que la ILIR1 és un mediador important de I'activitat de la IL1a i la IL1B. S’ha
descrit més temps de colonitzacié per I'S. pneumoniae en rates amb déficit d’IL1-1R
(receptor de la IL1 tipus 1), juntament amb una major susceptibilitat a la meningitis

pneumococcica en comparacié amb la que tenen rates salvatges (107- 108).

Aixi mateix, trobem associacions entre I'MPI i el gen de la interleuquina 4 (IL4). Trobem
una associacio amb la distribucido genotipica de I'SNP rs2227284 quan avaluem els
pacients sense factors de risc coneguts per a MPI. Pero, d’altra banda, no detectem
cap associacio amb variants intronigues quan analitzem tota la cohort. El polimorfisme
rs243302 s’ha descrit previament associat a I'MPI en una cohort de poblacié americana
d’origen europeu (79). La IL4 és un factor molt important en I'activacié i la
diferenciacié de les cél-lules B. Nivells elevats d’IL4 mRNA estan associats a una major
superviveéncia en rates en un model muri de pneumonia pneumococcica (109). La IL4 i

altres citocines s’han demostrat associades amb la gravetat de la sépsia, la fallida
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organica i la mort en pacients amb xoc séptic (110). Tot i que esta descrit que la IL4
juga un paper rellevant en la patogénesi de la sépsia i la inflamacio, la manera concreta

com participa en el decurs de la infeccié pneumococcica és encara poc coneguda.

La distribucio genotipica d’IL10 rs3024509 també esta associada amb el risc d’MPI en
la cohort estudiada (p = 0.02). Aquesta associacid només s’ha trobat en pacients sense
factors de risc coneguts per a I’'MPI. El polimorfisme rs3024509 és una variant intronica
de funcionalitat desconeguda i la seva contribucio a la malaltia encara no esta clara. La
IL10 és una citocina antiinflamatoria i sabem que té un paper important en la resposta
immune innata. Els nivells d’IL10 correlacionen amb la intensitat de la resposta
inflamatoria, la gravetat i I'evolucid clinica de la sepsia, el xoc septic i la PAC
(74, 111, 112). Mutacions genetiques de la IL10 s’han associat amb una major
eliminacié d’IL10 i un augment de xoc septic en I'MPI (74). A més, nivells elevats d’IL10
s’han associat amb cursos fulminants d’infeccié per S. pneumoniae en models murins

en pneumonies pneumococciques post-Influenza (113, 114).

Per acabar, la distribucié genotipica del polimorfisme NFKBIZ (rs645781) s’associa amb
el risc d’'MPI en la nostra cohort. La significacid estadistica de |’associacié augmenta
guan només considerem els pacients sense factors coneguts de risc per a I'MPI. El
polimorfisme rs645781 és una variant intronica la funcionalitat de la qual roman
desconeguda. Un estudi previ realitzat en poblacié americana d’origen europeu va
trobar que hi havia associacid entre el polimorfisme NFKBIZ rs600718 i I’'MPI (63). La
distribucié al-lélica de dues variants dels gens NFKBIA (rs1050851) i NFKBIE
(rs2282151) també s’ha trobat associada a la susceptibilitat de tenir MPI. Estudis previs
havien identificat una associacio entre altres variants genétiques de I’'NFKBIE i el risc
d’infeccié pneumococcica en nens (115), aixi com entre variants genétiques de
I’'NFKBIA (rs3138053 i rs2233406) amb proteccid enfront de I’'MPI. Els gens NFKBIA,
NFKBIE i NFKBIZ codifiquen la familia dels inhibidors NFkB. Els NFkB son essencials per
a l'expressio de citocines, el reclutament de neutrofils i la mort bacteriana en la
pneumonia pneumococcica. La seva regulacid genetica és extremadament complexa:
d’una banda, hi ha una clara associacié entre l'alteracié de I'activacié d’NFkPB com a
causa d’'immunodeficiéncia (116), pero, de I'altra, nivells elevats d’NFkP estan associats

a una pitjor evolucié en la sepsia (67).



Aixi doncs, en la cohort estudiada trobem diferents marcadors geneétics associats al risc
de patir MPI. Aguest marcadors, en cas que siguin validats en noves cohorts, podrien

arribar a constituir una eina per identificar poblacions susceptibles de beneficiar-se de

mesures preventives.
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CONCLUSIONS

ESTUDI 1: «Aetiology of community-acquired pneumonia among adults in an

H1N1 pandemic year: the role of respiratori viruses»

— Conclusié 1: L'S. pneumoniae segueix sent la causa més freqiient de PAC en el

nostre medi.

— Conclusié 2: La PCR multiple augmenta significativament la proporcié de
diagnostics microbiologics i permet la identificacié d’una infeccid viral en més

d’un terg dels casos.

— Conclusid 3: Hi ha diferéncies en la forma de presentacié clinica, la gravetat i
els valors de la procalcitonina entre els pacients amb pneumonia viral i els que
tenen pneumonia bacteriana, fet que podria ajudar a dissenyar les pautes de

tractament empiric.

ESTUDI 2: «Impact of vaccination on invasive pneumococcal disease in adults

with focus on the immunosuppresed»

— Conclusié 4: En el nostre medi, caracteritzat per una implementacié de la
vacunacid de la poblacié infantil lenta i progressiva, hem descrit una
disminuci6 de la incidencia de I'MPI en els adults, tant ens els

immunosuprimits com en els no immunosuprimits.

— Conclusié 5: Atesa I'evolucié dels serotips vacunals, la cobertura vacunal que
ofereix la PCV13 en la poblacié immunosuprimida pot arribar a ser suboptima

al llarg dels propers anys.
ESTUDI 3: «Genetic susceptibility to invasive pneumococcal disease»

— Conclusié 6: Hem descrit una associacio entre diferents variants genétiques de
citocines clau en la resposta immune innata, com la IL1R1, la IL4 i la IL10, aixi
com els gens de IKB (NFKBIE, NFKBIA i NFKBIZ), i el risc de malaltia

pneumococcica invasora.
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