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1. INTRODUCCIO

1.1. Generalitats

L’Streptococcus pneumoniae (pneumococ) és una bactéria gram-positiva, alfa-
hemolitica, catalasa negativa i és un patogen huma obligat. El ninxol ecologic del
pneumococ és la nasofaringe humana des d’on pot causar malaltia per contiglitat
(otitis, sinusitis o infeccions del tracte respiratori superior) o malaltia invasiva de zones
normalment esterils tant en pacients immunocompetents com immunodeprimits. La
bacteriémia per pneumococ pot ocdrrer en el context de pneumodnia o sense que
aquesta estigui present. La disseminacié del pneumococ pel torrent circulatori pot
provocar, a més a més, |'aparici6 de complicacions secundaries tals com artritis,
meningitis o endocarditis.

El pneumococ és una causa molt freqiient a nivell mundial de pneumonia, meningitis i
otitis mitja i s’associa a una morbimortalitat important. S’estima que provoca la mort
de gairebé mig miliéd de nens cada any arreu del mén (1).

En els ultims anys s’han publicat diversos estudis que han intentat determinar diversos
aspectes de la malaltia pneumococcica tals com factors de risc per desenvolupar la
infeccio, patogenesi de la malaltia, valoracié de la gravetat, impacte de les resisténcies
antibiotiques i adequacié dels tractaments antibiotics (2). No obstant, encara
persisteixen arees de controversia en relacid a aquest tipus d’infeccions. Més
recentment, també s’ha avancgat en noves linies de tractament basades en genomica
comparativa i mecanismes de senyalitzacié del sistema immunologic innat i adquirit

(2-6). La principal area d’interés actualment es focalitza en la interaccid inicial entre
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I’'hoste i el patogen quan aquest arriba a la via aeria i els mecanismes que fan que

aquest envaeixi el torrent circulatori o el tracte respiratori inferior.

1.1.1. Colonitzacio de la via aéria

Tal com s’ha comentat anteriorment, I'Streptococcus pneumoniae és un colonitzador
habitual de la nasofaringe. S’estima que la majoria de nens seran colonitzats pel
pneumococ a nivell nasofaringe almenys en una ocasié durant els seus dos primers
anys de vida. La taxa i duracié de colonitzacié esta influenciada per I'edat, la raca,
I’exposicio al fum del tabac i I'assisténcia a guarderies. En els menors de 5 anys, les
taxes de colonitzacié poden arribar al 75% i disminueixen amb I'edat i es situen en el
25% en els adolescents i al voltant del 5% en els adults (7,8). Habitualment els
individus només solen estar colonitzats per un Unic serotip de pneumococ tot i que
s’ha descrit la colonitzacié multiple (9). La soca de pneumococ pot colonitzar la via
respiratoria sense provocar cap altre efecte i la duracié de la colonitzacié és
generalment especifica del serotip (10).

La colonitzacio és el primer pas cap a la invasié de les mucoses de la nasofaringe. Els
factors que determinen la possibilitat de desenvolupar MPI sén el resultat d’'una
complexa interaccid entre factors de viruléncia propis del pneumococ i factors
immunitaris propis de I'hoste (2). En referencia als factors de viruléncia del
pneumococ, el polisacarid capsular (que defineix el serotip) es considera el principal
factor de virulencia ja que pot inhibir I'activacid del complement i la fagocitosi
provocant aixi la invasio dels teixits i la bacteriemia (5,10,11). Els components de la

paret cel-lular i els pili de les diverses soques de pneumococs també sén factors de
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viruléncia importants que poden afavorir la invasié. Per ultim, s’han descrit clons amb

diferent capacitat patogénica dins del mateix grup de serotip.

1.2. Factors microbiologics

1.2.1 Caracteristiques genétiques i factors de viruléncia de Streptococcus
pneumoniae

El genoma del pneumococ inclou entre 2 i 2.1 milions de parells de bases segons la
viruléncia de la soca. Es tracta d’un ADN circular que s’acompanya de petits plasmidis.
El contingut de guanina-citosina en el ADN de S.pneumoniae es situa en el 39.7% i és
menor que el que existeix en altres grups de bacteries patogenes.
El genoma conté un grup central de 1553 gens que soén essencials per a la viabilitat del
patogen(11-13). A més a més, existeixen 154 gens addicionals que contribueixen a la
viruléncia del patogen. S.pneumoniae conté un elevat nombre de seqiiencies d’insercid
gue pot arribar al 5% de tot el genoma i que juguen un paper molt important en la
resistencia a antibiotics.
S.pneumoniae és la bactéria coneguda que expressa un major nombre de canals i
proteines transportadores. Existeixen transportadors especifics acoblats a ATP que
poden transportar carboni, aminoacids i enzims, adquirir nutrients i generar
mecanismes de resisténcia a antibiotics(13) . El pneumococ destina gran part del seu
material genétic a la sintesi del polisacarid capsular que es considera el factor de
viruléncia més important d’aquest organisme (5). A més, el pneumococ és capag de
regular la quantitat de proteines i antigens de superficie presents a la seva capsula

durant les fases de colonitzacié i invasid. Generalment, les capsules contenen pocs
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antigens i proteines en les fases de colonitzacié i en canvi augmenten la quantitat
d’aquestes en les fases d’invasid per aixi oferir resistencia a la opsonofagocitosi
mediada per complement (2,5).

El pneumococ incrusta els gens que defineixen la seva viruléncia en petites seqliencies
ben definides dins el genoma que es coneixen com a zones de diversitat. La preséncia
completa o incompleta d’aquestes regions modifiquen la viruléncia entre soques, fins i
tot dins d’'un mateix serotip (5,14). El pneumococ posseeix, a més a més, sistemes de
senyalitzacid6 mediats per quinases que poden reconeixer determinades situacions
ambientals (tals com densitat cel-lular, disponibilitat de substrats,...) que li permeten
modular la sintesi proteica. Aixi es poden adaptar i sintetitzar péptids bactericides (15),
formar biofilm (16) o augmentar I'expressié de gens que augmenten la seva viruléncia
(5,16). La viruléncia del pneumococ s’ha adquirit a través de transmissié horitzontal a
partir d’altres patogens que els ha permés augmentar la seva invasivitat i adquirir
resisténcia a determinats antibiotics.

El pneumococ posseeix un gran nombre de factors de viruléncia que es resumeixen a la

Taula 1.

Factor de viruléncia Mecanisme d’accio

Polisacarid capsular (5,6) Evita mecanismes de recanvi de la mucosa, antifagocitosi, inhibeix la

unié de complement i immunoglobulines als receptors de I’hoste

Pneumolisina (17,18) Citolitic, lligand de TLR4, indueix ciliostasi, altera mecanismes de neteja
de l'arbre respiratori, activa el complement, citoquina, produccié de

quimioquines

Proteina de superficie Inhibeix la unié de C3b al factor B, unié a membranes epitelials

pneumococcica A (19)
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Proteina de superficie Uni6 a factor H i bloqueig de C3b, unié al receptor de Ia

pneumococcica C (20) immunoglobulina polimérica humana durant la invasio

Polisacarid de la paret Activacomplement, pro-inflamacié

cel-lular (5)

Antigen de superficie tipus Activa I'adquisicié de Zn i Mn, protegeix de I'estrés oxidatiu

A (5,11)

Acid lipoteicoic (21) Unid a PAFR, lligand TLR2, proinflamatori
Autolisina (5) Allibera peptidoglica, acid teicoic, pneumolisina
Hialuronidasa (22) Degradacio proteica a la matriu extracel-lular
Enolasa (5) Unié a fibronectina en teixits de I'hoste

Sortasa A (23) Unié de proteines de superficie a la paret cel-lular
Pili (24) Inhibeix fagocitosi, promocio de la invasié
Adhesié i virulencia de Unid a plasminogen en els teixits de I'hoste

pneumococ (25)

Mecanismes d’aquisicid6 de Promocid creixement bacteria i viruléncia

Fe (5)
Bacteriocina (5) Inhibeix mecanismes de competicio entre bactéries, citotoxicitat
Neuraminidasa (22) Contribueix a I'adheréencia, desaparicié d’acid sialic en glicopeptids de

I'hoste

Biofilm i competeéncia (16) Potencia mecanismes d’adheréncia

Proteasa IgA (5) Degrada IgA1 humana

TLR, toll-like receptor; C3b, complement component 3b; PAFR, platelet-activating factor receptor.

Taula 1. Factors de viruléncia de Streptococcus pneumoniae.

L’expressid dels factors de viruléencia s’ha de realitzar de forma coordinada per garantir
la invasio dels teixits. L'expressié d’aquests factors defineix el fenotip de malaltia

pneumococcica invasiva. Els factors de virulencia més importants inclouen les
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propietats antifagocitosi i adherencia del polisacarid capsular, altres factors
d’adherencia, els gens que determinen la invasio, el ferro i la resta de transportadors
de metalls, la proteccid a I'estrés oxidatiu, els mecanismes d’evasio dels sistemes de
defensa de I'hoste, la produccié de pneumolisina i bacteriocina i la formacid de biofilm
(5,18-25).

La pneumolisina és una exotoxina pneumococcica que provoca la lisi de les cel-lules de
I’hoste. A més a més, també inhibeix el moviment ciliar, activa les cél-lules T CD4+,
altera els mecanismes d’accié de les cel-lules fagocitiques presents a I'arbre respiratori,
indueix la secrecié de quimoquines i citoquines, estimula la fixacié del complement i
activa la inflamacié (5,17,18).

Els factors de viruléncia estan il-lustrats a la Figura 1.

Metal binding transporters

M

Peptidoglycan
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Polysaccharide
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binding
inflammation
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' R protease
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=
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Figura 1. Factors de viruléncia del pneumococ.

II-lustracid extreta de la revista Nature (5)
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1.2.2 Polisacarid capsular, serotips i invasivitat

L’antigen capsular del pneumococ és el factor de viruléncia més important i permet la
colonitzacio, invasio i disseminacié des del tracte respiratori. Evita el recanvi mecanic
que es produeix a la via respiratoria mitjancant la secrecié de moc i permet I'arribada
del pneumococ a la superficie epitelial. També inhibeix I'activacié del complement i la
unié d’'immunoglobulines a la superficie de la bactéria. A més inhibeix I'autolisi i
redueix I'exposicio de la bactéria als antibiotics (2,5).

Els polisacarids capsulars determinen el serotip de S. pneumoniae i sén, tal i com s’ha
comentat, el principal factor de viruléncia. Existeixen més de 95 tipus capsulars
(serotips) ben diferenciats, perd no tots tenen la mateixa capacitat per envair i
provocar malaltia (6). Es considera que alguns serotips de S. pneumoniae tenen un baix
potencial per provocar malaltia invasiva i sovint s’aillen en pacients portadors. Aquests
serotips son més prevalents en nens menors de 2 anys, gent gran i pacients amb
comorbiditats i sén considerats “serotips oportunistes” (26,27). Per altra banda,
existeixen també serotips amb un elevat potencial per causar malaltia invasiva i que
rarament es detecten en pacients portadors. Aquests serotips sovint causen malaltia
invasiva en nens més grans i adults sense comorbiditats (28,29). Curiosament, els
serotips amb alt potencial invasiu, tals com el serotip 1, 5 o 7F, s’han associat a
patologia amb un curs clinic més benigne i taxes de mortalitat menors que els serotips
oportunistes (30,31). Els serotips amb baix potencial invasiu s’han relacionat amb taxes
de mortalitat altes i formes de presentacié clinica més greus, tals com sépsia i
meningitis (32). Els serotips es classifiquen segons els estudi de Brueggemann (28) i

Sleeman (29) basats en tecniques de cultius: 1, 4, 5, 7F, 8, 9V, 12F, 14, 18C i 19A es
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consideren serotips d’alt potencial invasiu mentre que la resta sén considerats de baix
potencial invasiu o serotips oportunistes. L'any 2014, la Dra. del Amo et al (33,34) va
afegir el serotip 3 a la llista després de realitzar el serotipatge directe (sense cultiu)
utilitzant tecniques de microbiologia molecular. Aquest grup de serotips d’alt potencial
invasiu son els que generalment estan inclosos en les vacunes antipneumococciques

(PCV13i PPSV23).

1.3. Factors de I’hoste

S.pneumoniae colonitza com a comensal el tracte respiratori superior i coexisteix amb
altres microorganismes en l'epiteli respiratori. Després de la colonitzacié per un
serotip concret de pneumococ, aquest secreta quimiotoxines que eliminen qualsevol
altre serotip de pneumococ préviament present a la via respiratoria. L'estat de
portador manté la soca en les poblacions humanes i genera una reaccié immunologica
adquirida per cél-lules B que protegeix de la reinfeccié.

Tal com s’ha comentat préviament, existeix un grup de pneumococs amb alta capacitat
invasiva i un altre grup que desenvolupa una colonitzacié persistent perdo amb baixa
capacitat per la invasioé dels teixits. Les soques altament invasives tenen capacitat per
provocar malaltia rapidament després de la infeccidé i es transmeten eficientment
persona-persona a través de la tos. Les soques amb baixa capacitat invasiva utilitzen
adhesines de superficie, estratégies d’evasié immunologica i mecanismes de defensa
tals com proteases IgAl i inhibidors de péptids antibacterians per romandre com a
portadors en la nasofaringe (5). Les soques amb baixa capacitat invasiva es transmeten

persona-persona amb menys eficiencia pero la possibilitat de transmissié s’allarga més
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en el temps.

El pneumococ es transmet principalment mitjancant contacte directe amb secrecions
contaminades entre membres d’'una mateixa familia i nens que estiguin colonitzats. De
forma general, els pneumococ no es consideren gérmens altament contagiosos pero
s’han descrit determinats serotips (ex. serotip 5) amb alta capacitat pel contagi entre

persones (35).

1.3.1 Mecanismes de reconeixement de I’hoste

Els receptors de reconeixement de patrons sén components clau del sistema
immunologic innat. Aquests tipus de receptors reconeixen components expressats pels
patogens que sén reconeguts com a patrons moleculars associats a microorganismes
patogens. Aquest grup de receptors contribueix a iniciar una resposta immunologica
innata efectiva contra el pneumococ (36,37).

El pneumococ utilitza el receptor pel factor activador de plaquetes de I'hoste per
creuar des del teixit pulmonar cap al torrent circulatori. El pneumococ realitza aquest
procés expressant fosforilcolina, que és reconeguda per aquest receptor i inicia el
procés de fagocitosi (38). Els Toll-like receptors (TLR) també tenen un paper important
com a iniciadors de la resposta immunologica innata ja que poden detectar un gran
nombre de patogens en les superficies cel-lulars o en els lisosomes (36,37). TLR2 es
considera el receptor de reconeixement més important de patogens gram-positius (a
través de peptidoglica, acid lipoteicoic o lipopéptids) pero el seu paper en el cas del

pneumococ és encara controvertit. TLR2 és capa¢ de reconéixer diversos components
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de la paret cel-lular de S.pneumoniae (39) perd també s’ha publicat que TLR4 o TLR9
tenen un paper molt important en la resposta inflamatoria com a conseqiiéncia del
reconeixement de pneumolisina (40). Els elements intracel-lulars associats als TLR
també sén molt importants en la defensa del pneumococ, tals com el déficit de
MyD88, una proteina associada als TLR que activa les interleuquines 1 i 18. Els nens
deficitaris en MyD88 tenen també major risc de malaltia invasiva pneumococcica

(41,42).

1.3.2 Interaccio entre el sistema immunologic de I’hoste i el pneumococ

Existeixen diversos factors immunitaris de I’hoste que juguen un paper important com
a primera barrera defensiva davant les infeccions. El sistema immune innat es troba
permanentment activat per tal de mantenir la integritat de I'organisme. Existeixen
diversos components del sistema immune innat que treballen conjuntament com a
primera linia defensiva contra la invasié de patogens i ajuden en la curacié de les
ferides (43), el remodelatge de teixits i I'langiogénesi (44,45) i la neteja de les cel-lules
apoptotiques i necrotiques (46). El sistema immunologic innat esta conformat per les
cél-lules fagocitiques i natural killer (NK), la produccié natural d’anticossos, les
citocines i altres factors solubles i el sistema del complement.

La resposta immunitaria innata és extremadament important durant la primera
infancia ja que la resposta adaptativa encara es troba en procés de desenvolupament i
maduracid i la creacid d’anticossos sol ser reduida i de curta duracié (47).

Les cel-lules epitelials de I'arbre respiratori son responsables de dos mecanismes de
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defensa. En primer lloc faciliten I'expulsié de patogens mitjangant I'aparell mucociliar.
En segon lloc, també participen i responen de forma activa davant la deteccié de
patogens. Les cel-lules epitelials secreten diverses citoquines, quimioquines i peptids
antimicrobials (lisozimes, defensines, catelicidines) que contribueixen a la resposta
immunologica innata contra el pneumococ (48). El reconeixement del pneumococ per
part de les cel-lules del sistema immunologic presents a l'arbre respiratori
desencadena la secrecié d’'un gran nombre de citoquines. Algunes d’aquestes
citoquines tenen un paper importantissim en la defensa immunologica innata contra la
infeccié pneumococcica. Per exemple, el defecte de factor de necrosi tumoral a (TNF
a) o d’interleuquina 1 afavoreix el creixement i disseminacié del pneumococ (49,50).
Els macrofags alveolars sén la primera linia defensiva fagocitica de I'aparell respiratori i
poden fagocitar i destruir un nombre baix de pneumococs (51). Quan les vies
respiratories baixes son envaides per un nombre elevat de pneumococs s’activen
mecanismes de reclutament de neutrofils que inflamen el pulmé i alhora actuen com a
cel-lules fagocitaries. Ambdds grups cel-lulars s’encarreguen d’evitar la invasié del
torrent circulatori per part del pneumococ (51).

La deteccid i destruccié del pneumococ del torrent circulatori depén de 'opsonitzacio
per part dels components del complement i la subseqlient fagocitosi per part de les
cél-lules mieloides (2). Qualsevol alteracid en la via del complement altera de forma
molt marcada la capacitat de resisténcia a la infeccié pneumococcica (52). La via
classica del complement es considera el mecanisme més potent i eficac contra el

pneumococ (53).
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1.3.3 Factors de risc per a desenvolupar malaltia pneumococcica invasiva

Els grups de major risc per desenvolupar MPI sén els majors de 65 anys, els infants i les
persones amb patologia basal que implica una immunosupressié congenita o
adquirida. No obstant, la major incidencia de MPI ocorre especialment en els menors
de 2 anys (54-56). Aquest grup és especialment susceptible a les infeccions a
conseqiiencia d’'un sistema immunologic immadur, les exposicions freqlents i la
colonitzacio per S.pneumoniae.

L’extensio del pneumococ cap al torrent sanguini i altres liquids estérils del cos huma
també esta influenciada per la presencia de multiples factors que es poden
categoritzar en factors de risc altament associats a MPI, factors de risc probables i

factors de risc possibles (Taula 2) (57,58).

Factors de risc altament associats a MPI (57,58)
e <2anyso>65anys
e Asplénia o hiposplénia
e Alcoholisme
e Diabetis mellitus
e Antecedent d’infeccio per influenza
e Defectes de laimmunitat humoral (complement o immunoglobulines)
e Infeccié per VIH

e Colonitzacié recent per soca virulent

Factors de risc probablement associats a MPI

e Polimorfismes genétics (ex. Complement, MBL, IRAK-4, MyD88)(59—-61)
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Pobresa, aglomeracions urbanes, baix index de vacunacié antipneumococcica (62)

Tabaquisme (63,64)

Malaltia cardiaca cronica (57)

Malaltia pulmonar cronica (64,65)

Malaltia hepatica greu (65,66)

e Funcié mucociliar alterada (66)

Factors de risc possiblement associats a MPI

Exposicio recent a antibiotics (67)

Defectes de la immunitat cel-lular o dels neutrofils (68,69)

Reflex tussigen disminuit, pneumonia aspirativa (70,71)

Us d’inhibidors de la bomba de protons (72)

Assisténcia a guarderies (73)

MBL, mannose-binding lectin; IRAK, interleukin | receptor associated kinase, MyD88,

myeloid differentiation primary response factor 88 adaptor like

Taula 2. Factors de risc per malaltia pneumococcica invasiva

D’acord amb I’Academia Americana de Pediatria, els principals factors de risc per MPI
consisteixen en I'existéncia de patologia médica cronica (immunodeficiencies humorals
congenites o adquirides, infeccid pel VIH, respostes anomales del sistema immunologic
innat, alteracié de les funcions de la melsa, diabetis mellitus, implants coclears, fistula
de liquid cefaloraquidi malalties croniques cardiagques, pulmonars, hepatiques o renals)
i determinats factors demografics (major risc segons I'edat, sexe masculi, raca negra o
natius d’Alaska) (57,58). El risc de MPI també s’ha relacionat amb la presencia
d’infeccions respiratories virals, especialment pel virus de la grip. Les infeccions virals

augmenten I'expressio en la superficie de les cel-lules epitelials de I'aparell respiratori
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de receptors de pneumococ que poden facilitar la invasié (74,75). La pobresa, les
aglomeracions poblacionals, I'assisténcia a guarderies o el tabaquisme sén factors que
s’han associat d’'una manera probable o possible al risc de MPI perd amb pocs estudis

publicats a la literatura (62—-64,67,76,77).

1.4. Epidemiologia de la malaltia pneumococcica invasiva

1.4.1 Carrega de la malaltia pneumococcica invasiva

La Malaltia Pneumococcia Invasiva (MPI) es defineix com la infeccié per Streptococcus
pneumoniae de qualsevol localitzacié del cos habitualment esteril. Tal com s’ha
comentat anteriorment, es tracta d’un serids problema de salut que afecta nens i
adults. Des del punt de vista pediatric, es tracta d'una de les principals causes
d’infeccié greu amb elevada morbimortalitat que afecta als nounats i als infants. La
major incidencia de MPI ha tingut lloc durant els primers anys de vida amb un pic
d’incidencia entre els 6 i 11 mesos d’edat (78). La incidencia de MPI és especialment
elevada en nens menors de 2 anys i pot arribar a xifres superiors a 80-100
casos/100.000 habitants/any (79). En la majoria d’estudis publicats la MPI és més
prevalent en nens que en nenes. Només el 2.3% dels pacients que sobreviuen un
primer episodi de MPI tindran episodis recurrents de MPI. El major risc de recurréncia
s’ha descrit en pacients infectats de VIH i en nens menors de 5 anys amb infeccié
cronica (80).

Un estudi realitzat I'any 2000 va estimar que hi havia més de 14 milions de casos de

MPI en nens menors de 5 anys amb una taxa de mortalitat al voltant del 5% i més d’un
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mili6 de morts infantils anualment arreu del moén (79). Els 10 paisos amb major
nombre i proporcié de casos de MPI es troben a I’Africa i I’Asia i corresponen al 66% de
tots els casos de malaltia en tot el mon i al 61% del total de morts produides per S.
pneumoniae (79).

Amb la introduccié de les vacunes pneumococciques conjugades aquestes xifres es van
reduir pero el pneumococ continua provocant la mort de gairebé mig milié de nens

cada any (1).

1.4.2 Impacte global de la vacunacio infantil

Tal i com s’ha comentat en el punt anterior, des de la introduccié de la vacuna PCV7 la
incidéencia de MPI (meningitis pneumococcica, pneumonia i bacteriemia) i de
colonitzacié nasofaringia per serotips vacunals ha disminuit drasticament a tots els
grups d’edat, inclosos els pacients immunodeprimits i la gent gran (1,79,81). La
introduccié de PCV7 fou especialment beneficiosa en aquells individus vacunats
(proteccid directa) perd també es va observar un efecte protector en individus que no
havien rebut la vacuna (proteccié indirecta). La disminucié de MPI en els adults fou
molt considerable a causa de I'efecte de proteccidé indirecta que ofereix la vacuna a
adults i nens grans que conviuen amb nens petits vacunats (82). Aquest fet s’explica
perque els individus vacunats tenen proteccid davant la colonitzacid i deixen de ser
portadors i disseminar agents infecciosos. Aixi disminueix la taxa de colonitzacid i la
taxa d’infeccié en la poblacié general (83).

A partir de la introduccié de la PCV7 es va observar que aquesta era altament eficac en
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la prevencié de la malaltia produida pels serotips inclosos pero a la vegada es va
observar un increment a nivell global de malaltia pneumocodccica causada per serotips
no vacunals (fenomen conegut com reemplacament de serotips) (84,85). El
reemplacament de serotips és conseqliencia de |'eradicacié de soques de pneumococ
incloses en les vacunes que es troben colonitzant la nasofaringe. A conseqgiiéncia de la
desaparicio d’aquestes soques del seu ninxol ecologic habitual, la resta de serotips
adquireixen un avantatge i la seva prevalenca com a colonitzadors augmenta aixi com

la possibilitat que puguin causar malaltia (86).

1.4.2.1 Epidemiologia i impacte de la vacunacié als Estats Units

La incidencia de MPI als Estats Units abans de la comercialitzaci6 de PCV7 era
aproximadament 12.5 casos per cada 100.000 persones/any amb una incidéncia major
entre els menors de 2 anys (145 casos/100.000/any) i els majors de 65 anys (32
casos/100.000/any). Els serotips de pneumococs aillats de forma més freqiient en els
menors de 2 anys foren 14, 23F, 19F, 6B, 6A, 9V, 18C, 4 i 19A (87). L'impacte de la
vacunacido amb PCV7 fou molt important en tots els grups d’edat, pero especialment
en els menors de 2 anys on la incidéncia es va reduir un 69% fins als 59
casos/100.000/any. La introduccié de la vacunacié PCV7 en l'edat pediatrica va
provocar també la reduccié de la incidéncia de MPI i mortalitat associada en els adults i
vells, demostrant aixi els beneficis de la vacunacié en la salut immunologica de la
poblacié. No obstant, durant el mateix periode, les taxes de MPI causada per serotips

no vacunals es va incrementar de 16.3 a 19.9 casos/100.000/any en nens menors de 5

18 DOCTORAND: Carles, BAUTISTAR



anys. La MPI causada per serotips no vacunals abans de la introduccié de la PCV7
representava el 17% del total de casos en comparacié al 88% després de la introduccié
de la vacuna. Els principals serotips no vacunals causants de MPI foren 3, 7F, 19A que
englobaven el 95% de casos de MPI (78). Amb la introduccié de PCV13 s’esta observant
un descens global del 64% en la incidéncia de MPI i especialment d’aquella causada
per serotips vacunals de PCV13, on el descens fou del 93%. En tots els grups d’edat, els
canvis en la incidéncia foren causats principalment per la disminuciéo de MPI causada
per serotips 19A i 7F. Els principals serotips causants de MPI en els menors de 5 anys
foren 22F (11%), 33F (10%), 38 (9%) i 35B (8%). No es va identificar un augment
significatiu de la incidencia de MPI causada per serotips no vacunals en els menors de

5 anys (88,89).
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Figura 2. Incidéncia de la malaltia pneumocaoccica invasiva en nens als EEUU abans i després de la
introduccio de la vacunacié antipneumococcica 7-valent. Informacié extreta de I'informe del Center for

Disease Control and Prevention de 2010 (78)
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1.4.2.2 Epidemiologia i impacte de la vacunacié a Europa

La introduccid de la vacunacid conjugada antipneumocodccica als paisos europeus es va
produir en diferents espais de temps, diversos calendaris vacunals i diversos grups
diana (90). La introduccié de PCV7 en els calendaris de vacunacié infantils va provocar
una disminucid significativa de MPI causada per serotips vacunals perd també va
provocar un augment MPI causada per serotips no vacunals tals com 19A, 1 i 7F (91).
Aquest fet s’explica parcialment pel fenomen de recanvi comentat anteriorment i per
la introduccié de clons virulents de serotips no inclosos en la vacuna 7-valent (92-95).
L'any 2009 es va aprovar la comercialitzacié a Europa de PCV10 i PCV13. L'impacte
d’aquestes vacunes esta essent estudiat encara actualment. Els nivells de vacunacié
han arribat a ser superiors al 75 % en determinats paisos europeus (Republica Txeca,
Franca, Irlanda, Noruega, Suécia o Escocia al Regne Unit) (96). De forma global, la
incidéncia de MPI en els nens menors de 5 anys ha disminuit arreu d’Europa després
de la introduccié de PCV13 en comparacié amb els periodes pre-PCV7 i post-PCV7 (96).
La incidencia de MPI causada per serotips inclosos a PCV7 va disminuir posteriorment
a la introduccid de PCV7 i va continuar disminuint amb la introduccié de PCV10/13: la
incidéncia per cada 100.000 habitants era 16.5 abans de PCV7, 3.6 durant el periode
PCV7i0.5 després de PCV10/13 (96).

La incidéncia per cada 100.000 habitants de MPI causada pels serotips 1, 5 i 7F fou 1.2
abans de PCV7, 3.4 durant el periode PCV7 i 2.1 després de PCV10/13. En el cas dels

serotips 3, 6A i 19A la incidencia per cada 100.000 habitants fou 2.6 abans de PCV7, 3.4
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durant el periode PCV7 i 2.4 després de PCV10/13 (96).

En resum, I'epidemiologia de la MPI ha canviat significativament a Europa amb la
introduccié de la vacunacié antipneumococcica. La incidéencia global de MPI ha
disminuit sobretot a causa del descens de MPI per serotips vacunals i per I'efecte
protector de grup. Després de 7-10 d’anys d’haver introduit PCV7, la incidéncia de MPI
causada per serotips inclosos a PCV7 és molt baixa o practicament nul-la en la poblacié
pediatrica de paisos amb elevada cobertura vacunal com Belgica, Dinamarca, Franca,
Noruega o Regne Unit (91,92). La prevalenca de MPI causada per serotips no inclosos a
PCV7 va augmentar posteriorment a la introduccié de la vacuna, especialment 19A, 7F,
31 (91,96). Amb la introduccio de PCV10 i PCV13 es va observar una reduccid
addicional rapida i significativa de serotips inclosos en aquestes vacunes passant d’una
proporcid de MPI per serotips inclosos a PCV13 en menors de 5 anys del 61-73% en el
periode post-PCV7 al 15-53% en el periode post-PCV13. La reduccio fou principalment

conseqiiencia d’'una disminucié de MPI causada per 19A, 7F, 1i 6A.

1.4.2.3 Epidemiologia i impacte de la vacunacio a Espanya i Catalunya

Abans de la introduccié I'any 2001 de PCV7, Espanya era un dels paisos amb major
resisténcia als antibiotics (97). Els serotips 6, 9, 14 i 23 concentraven el 83% dels casos
de resisténcia a penicil-lina en el nostre medi. Donat que tots aquests serotips estan
inclosos en les vacunes antipneumococciques, la vacunacié va tenir un impacte molt
important en la reduccié de la proporcido de soques de pneumococ causants de MPI

resistents als antibiotics a Espanya (98). Malgrat aix0, a diferéncia dels Estats Units, la
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vacunacid antipneumococcica conjugada a Espanya no fou incorporada als calendaris
de vacunacié sistematica. Aquest fet provoca una elevada variabilitat en les cobertures
vacunals en les diverses regions d’Espanya ja que depén del poder adquisitiu dels pares
(la vacuna no rep finangcament public), de la indicacid del pediatre i de I'acceptacid de
la vacunacié per part dels pares. L'any 2006 es va estimar una cobertura vacunal
antipneumococcica en nens menors de 2 anys al voltant del 50% amb PCV7 (95).

La vacunacié antipneumocodccica a Espanya no ha tingut I'impacte observat als Estats
Units on la vacunacié ha estat universal. Globalment es va observar una reduccié de la
incidencia de la MPI després de 2 anys d’haver introduit PCV7 segons dades d’un
estudi realitzat al Pais Basc i Navarra (99). Segons aquest estudi la incidencia de MPI va
disminuir un 64.3% i un 39.7% en nens menors de 12 i 24 mesos respectivament. A
Catalunya també es va detectar un canvi en els serotips causants de MPI en nens
menors de 2 anys (100). Les dades d’aquest estudi mostraven que entre 1997-1999 i
2005-2007, la proporcié de serotips vacunals causants de MPI a Catalunya va disminuir
de 70.5% a 31.6%. En concret a Catalunya, els serotips inclosos a PCV7 responsables de
MPI varen disminuir del 21% al 2005 al 13% al 2009 (101).

No obstant, es va observar un augment de MPI per serotips no inclosos en la vacuna
heptavalent conjugada (95,102). Un estudi del nostre centre va constatar que la
incidéncia de MPI per serotips o vacunals en menors de 2 anys va passar de 32.4
episodis/100.000 habitants-any en el periode prevacunal (1997-2001) a 51.3
episodis/100.000 habitants-any en el periode postvacunal (2002-2006) (95). El
fenomen també es va observar en estudis publicats per altres centre del nostre entorn
(103). Pel que fa a I'augment de MPI per serotips no vacunals, a la nostra area

geografica es va observar especialment un increment de la prevalenga dels serotips
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19A i 1 aixi com una emergencia de clons virulents relacionats amb els serotips no
vacunals 1i 5 (104,105). També es va notar un canvi en les formes cliniques de MPI ja
que la incidéncia de la pneumonia i/o empiema en nens menors de 5 anys va

augmentar un 320% (Figura 3).
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Figura 3. Proporcions de MPI en nens per edat i grup de serotip. PCV7S, vacuna conjugada

pneumococcica 7-valent. Informacio extreta de Mufioz-Almagro et al. 2008 (95)
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Després de la introduccié de PCV10 i PCV13 a Espanya al 2010 s’han publicat diversos
estudis per valorar-ne I'impacte. La taxa de vacunacio global continua essent diversa
segons la comunitat autdbnoma estudiada. S’han publicat dades de cobertura vacunal
antipneumococcica de Catalunya, Navarra i Madrid que sén 64%, 78% i 92%
respectivament (96). Per aix0, malgrat que hi ha hagut una reduccié significativa de la
MPI causada per serotips inclosos a PCV13 i un augment proporcional de la MPI per
serotips no inclosos a PCV13, la MPI causada per serotips inclosos a PCV13 continua
essent important probablement a causa de cobertures vacunals baixes. Malgrat
aquesta cobertura vacunal baixa, la incidéncia de MPI per serotips 1, 19A i 7F ha

experimentat un descens que en canvi no s’observa en els serotips 3 i 14 (96,106).

1.5. Clinica

S.pneumoniae és un dels patogens més freqlients en les infeccions adquirides en la
comunitat, tant en la poblacié pediatrica com en I'adulta. Existeixen diverses formes
cliniques de malaltia pneumococcia invasiva (MPI). En el nostre entorn constitueix
I'agent causal més freqlent de bacteriemia, pneumonia simple i complicada,
meningitis, otitis i sinusitis aguda. Totes elles sén molt freqlients en els menors de 3
anys. Existeixen altres infeccions pneumococciques menys comuns com les infeccions
dels teixits tous (cel-lulitis orbitaries), erisipela, artritis, osteomielitis, peritonitis
primaria i endocarditis (56,88,107).

La bacteriemia és la malaltia invasiva més freqiient causada pel pneumococ en nens
menors de 3 anys (108,109). El principal risc de la bacteriemia és la progressié a una

infeccio sistémica greu. Els nens entre 6 i 24 mesos d’edat son els que es troben en
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situacié de major risc (110). Generalment, la febre és I'Unic simptoma de malaltia i el
diagnostic pot ser a vegades dificultds. El risc de bacteriemia es relaciona amb
temperatures elevades. S’estima que el risc de bacteriémia és menor a I’1% en nens
amb sindrome febril inferior a 399C (110,111). L'4s de PCV7 i PCV13 ha provocat un
descens molt important en la incidéncia de bacteriémia pneumocodccica en els menors
de 2 anys (89).

La pneumonia pneumococcica adquirida en la comunitat s’inicia generalment amb un
guadre infeccios de vies respiratories altes que facilita la colonitzacié del pneumococ
de la via respiratoria inferior. Generalment, el sistema de drenatge mucociliar, la tos,
els péptids microbicides i el sistema immunologic local evita la progressié de la infeccié
pneumococcica. Si qualsevol d’aquests sistema falla, es desencadena una resposta
inflamatoria sistéemica caracteristica de pneumonia bacteriana (2). El quadre es
caracteritza per febre, astenia, tos i dispnea. Si no es tracta pot evolucionar a
insuficieéncia respiratoria aguda, xoc séptic, fallida multiorganica i la mort. Aquesta
presentacio tipica pot no ser tan evident en els nounats o en els nens amb condicions
associades a immunosupressio. Alguns pacients fins i tot poden presentar simptomes
extrapulmonars (meningitis, peritonitis, mastoiditis, endocarditis) sense clinica clara de
pneumonia.

La meningitis és la manifestacié més greu de MPI i generalment és conseqiiéncia de la
disseminacid del pneumococ des del torrent circulatori cap a les meninges.
Posteriorment a la introduccié de la vacuna conjugada d’Haemophilus influenzae tipus
b, S.pneumoniae es va convertir en I'agent etiologic principal de meningitis bacteriana
en nens fora del periode neonatal (112). Abans de la introduccié de PCV7, la incidéncia

anual de meningitis pneumococcica en els nens menors de 2 anys d’edat era
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17.3/100.000 habitants i representava fins al 14.1% del total de MPI en els menors de
2 anysiel 3.6% en els nens de 2 a 5 anys d’edat (101,113).

La meningitis pneumococcica en pediatria té multiples presentacions cliniques des
d’un inici gradual de la simptomatologia o simptomes vagues d’infeccio respiratoria de
vies altes fins a cursos clinics fulminants que poden provocar la mort en menys de 24
hores després de l'inici de la simptomatologia. Malgrat el diagnostic precog, l'inici
apropiat d’antibioterapia i les cures intensives, la morbimortalitat es manté
elevada(114). Les seqlieles neurologiques s’han detectat en fins al 56% dels
supervivents i la taxa de mortalitat global associada a aquesta infeccié s’estima al
voltant del 59% (79). Després de la introducci6 de PCV7/10/13, les taxes
d’hospitalitzacié per meningitis pneumococcica van disminuir notablement (115-117).
S’estima que I'impacte global d’aquesta reduccié es troba al voltant del 30%. El major
descens es va observar entre els menors de 2 anys, on la incidencia es va reduir un
64%. En un estudi del nostre grup es va observar que la proporcido de casos de

meningitis sobre el total de MPI al 2010 i 2013 es va reduir del 10.3% al 6.1% (118)

1.6. Diagnostic

La deteccié i diagnostic d’infeccid per pneumococ es realitza mitjancant metodes
microbiologics tradicionals i/o métodes moleculars.

Entre els metodes tradicionals s’utilitza el cultiu (ja sigui en condicions anaerobiques o
amb CO; a 379C), la tincié de gram, 'aglutinacié en latex o la deteccid d’antigen urinari
(no utilitzat en nens per la seva baixa especificitat). Classicament, el cultiu bacteria ha
estat la tecnica de referencia o “gold-standard”. El cultiu microbiologic requereix aillar i
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identificar S. pneumoniae d’una mostra esteril i es necessiten de 48 a 72 hores per
confirmar el resultat. Es tracta d’'una técnica molt especifica perd amb una baixa
sensibilitat (119) ja que en el cas dels pacients pediatrics la dificultat per aconseguir
una quantitat adequada de mostra o bé I'antibioterapia prévia que ha rebut el pacient,
poden donar lloc a falsos negatius (120,121). Aquesta baixa sensibilitat ha impulsat la
recerca de nous meétodes diagnostics. Pel diagnostic de microbiologia molecular
s’utilitza la deteccid de material genétic especific del pneumococ. Els metodes basats
en la PCR en temps real permeten identificar i quantificar fragments d’ADN del
pneumococ en un temps inferior a 3 hores. La PCR té una elevada especificitat i
sensibilitat respecte al cultiu (122—-124). A més a més, les técniques basades en PCR no
requereixen mantenir viu el bacteri, permeten la deteccié del patogen en una mostra
de baixa concentracié i permeten quantificar la carrega bacteriana de I'ADN del
pneumococ, que pot ser Util pel diagnostic i maneig clinic dels pacients (122). Aquesta
técnica ha estat validada pel nostre grup de recerca de I'Hospital Sant Joan de Déu. El
procediment consisteix en la deteccid de gens tipics del pneumococ (ex gens que
codifiquen estructures de la capsula, pneumolisina, etc.), un de tipus genéric i un altre
del polisacarid capsular (122). La deteccié de seqliencies conservades en gens de S.
pneumoniae com la pneumolisina (gen ply) (125) o l'autolisina (gen IytA) (126)
mitjancant PCR o PCR en temps real aplicada a mostres estérils ha incrementat el
diagnostic microbiologic de la MPI (127).

El serotipatge de les soques de pneumococ també es pot realitzar per metodes classics
o mitjancant la deteccié d’ADN. Els metodes classics, per a I'estudi del polisacarid
capsular, basats en el cultiu, inclouen la reaccié de Quellung (128), considerada el

“gold-standard”, I'aglutinacié en latex (129), la co-aglutinacié (130) i I'assaig dot-blot
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(131). L’elevat cost dels antiserums, la subjectivitat en la interpretacid o els
requeriments técnics especialitzats son alguns dels inconvenients que presenten
aquests metodes. A més a més, es requereix mantenir el bacteri viu, fet que esdevé un
inconvenient en el cas dels cultius negatius.

Els métodes moleculars basats en la deteccié de 'ADN permeten solucionar alguns
dels inconvenients associats al cultiu (tals com la reduccié del cost i temps de treball) i
s’han desenvolupat tecniques de PCR pel serotipatge del pneumococ a partir de
mostres de pacients amb cultiu negatiu (119,124,132,133). Aquestes tecniques es
basen en la deteccid de gens presents en el locus cps, flanquejat pels gens dexB i aliA.
Actualment també s’utilitza la tecnologia microarray pel serotipatge del pneumococ.
Aquesta tecnologia permet I'analisi de diferents parametres en un sol experiment. Els
metodes basats en microarray sén relativament rapids, sensibles i adequats per a
processar assaigs amb un elevat rendiment (134), no només per discriminar serotips
siné també obtenir informacié de I'estructura del polisacarid capsular (135).

Per a la caracteritzacié genetica de S. pneumoniae s’utilitzen diverses técniques. Una
de les més utilitzades és la tecnica MLST 1. Aquesta técnica esta basada en els principis
de la técnica MLEE (Multilocus Enzyme Electrophoresis) que analitza els fragments
interns de 7 gens housekeeping que codifiguen enzims metabolics mitjancant la
seqilienciacio de I’ADN (136). Per cada gen, les diferents seqliencies corresponen als
al-lels dels 7 loci que donen lloc a un perfil al-lélic que defineix el sequence-type (ST) de
cada soca.

Una altra tecnica utilitzada pel genotipat és la MLVA (Multi-Locus Variable number of
tandem repeat Analysis). Aquest métode es basa en la variacié natural en el nombre de

sequiencies d’ADN repetides en tandem que té lloc en diversos llocs del genoma (137).
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S’estudien aixi 8 locus que s’amplifiquen en dues reaccions de PCR multiplex i
posteriorment s’analitzen fragments dels productes amplificats marcats amb

fluorescencia.

1.7. Mannose-binding lectin (MBL)

1.7.1 Generalitats

La lectina unida a manosa (MBL, de I'anglés Mannose-binding lectin) és una proteina
proinflamatoria sintetitzada al fetge i que circula en el serum que esta implicada en
I'activacié del complement a través de la via de les lectines i és un sistema de defensa
immediata de I’hoste contra les infeccions (138—140). Per tant, la MBL juga un paper
important en els mecanismes de defensa de I’hoste (69).

La MBL actua en el reconeixement d’estructures propies dels patogens, principalment
carbohidrats. Actua com a promotor de 'opsonofagocitosi i té la capacitat d’activar la
cascada del complement independentment de la resposta d’anticossos (139,141-144).
La MBL es considera un pre-anticos amb un paper defensiu rellevant en fases inicials

de la vida, moment en el qual el sistema immunologic adaptatiu encara és immadur.
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Il-lustracié extreta de la revista Immunological Reviews (145)

1.7.2 Gen MBL2 i polimorfismes

El gen MBL2 es localitza al cromosoma 10 en la posicié 10q11.2-g21 i esta format per 4
exons i 3 introns (146).

La organitzacié de MBL2 és complexa. Aquest gen conté dues localitzacions d’inici de
transcripcié que dona lloc a una proteina sérica que té capacitat per induir respostes
de IL-6 i de glucocorticoides. Els exons 1, 2 i codifiquen regions riques en glicina que
permeten donar estabilitat estructural a la proteina MBL. L'exé 4 codifica el domini de

reconeixement de carbohidrats mitjangant el qual la MBL s’uneix als microorganismes
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(bacteries gram positives i negatives, virus i protozous) (147,148). MBL també pot unir-
se a fosfolipids, acids nucleics i cel-lules apoptotiques i necrotiques (149).

En el torrent sanguini, la MBL forma complexes amb les proteases associades a MBL
(MASP) (150). Els complexes MBL-MASP tenen la capacitat per transformar C3 en C3a i

C3b i activar la cascada del complement (151).

1.7.3 Polimorfismes de MBL2 i nivells de MBL

Els nivells sérics de MBL en la poblacié sana presenten una elevada variabilitat de
I'ordre de 2-3 logaritmes de magnitud (152) pel que cal tenir en consideracié aspectes
técnics i conceptuals. Técnicament, els nivells plasmatics de MBL es quantifiquen
mitjancant tecniques de ELISA i diversos estudis han mostrat una elevada variabilitat
segons la técnica usada (143,153). Conceptualment, el coneixement actual manté que
els nivells plasmatics de MBL depenen basicament del genotip de MBL2 (152,154,155).
Aixi, la concentracié plasmatica de MBL queda determinada genéticament com a
consequencia d’un polimorfisme de nucleotid unic (de I'anglés SNP, single nucleotide
polymorphisms) incrustat entre el promotor i 'exd 1 del gen huma MBL2 (148,156—
158). Diverses combinacions en homo- i heterozigosi dels mencionats SNP originen
diversos genotips responsables de concentracions elevades (A/A, XA/A), intermédies
(O/A, XA/XA) i baixes (O/0O, XA/O) dels nivells serics de MBL (157).

Actualment esta també en discussio I'existencia de factors no genetics que poden
afectar els nivells de MBL. Entre aquests hi ha I'edat, I'estat hormonal i I'activacié del

sistema immunologic. En primer lloc, els nivells de MBL varien amb I’edat. Els nivells de
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MBL augmenten durant els primers mesos de vida i posteriorment disminueixen fins a
nivells de I'adult als 12 mesos d’edat (159). Els nounats prematurs tenen nivells
inferiors de MBL en comparacié amb els nounats a terme (160). Les dones solen tenir
nivells més elevats de MBL que els homes (161). En segon lloc, les hormones tiroidees i
la hormona del creixement tenen un impacte en els nivells sérics de MBL (el déficit
d’hormona tiroidea i/o hormona de creixement es correlaciona amb el déficit de MBL)
(162). En tercer lloc, la MBL és una proteina reactant de fase aguda i els seus nivells

augmenten en resposta a un procés inflamatori o infeccios (163).

1.7.4. Impacte clinic dels nivells de MBL

Diversos estudis publicats conclouen que el deficit de MBL determinat genéticament
és relativament freqlient en les poblacions humanes analitzades (varia entre una
prevalenga < 15% en les poblacions caucasiques al 20% de la poblacié africana sub-
sahariana) (164,165). No obstant, existeix molta controvérsia en la definicié del que es
considera “déficit de MBL” i el seu impacte clinic. Tot i aixd, si ens centrem en el paper
de la MBL com un factor essencial en I'activacié del complement, sembla evident que
els nivells baixos de MBL poden ser contraproduents en aquelles circumstancies en
qgue la integritat del sistema immunologic innat és essencial per mantenir la proteccid
contra les infeccions, especialment aquelles ocasionades per microorganismes
capsulats.

Aixi, el deficit de MBL s’ha relacionat amb un augment de susceptibilitat a les malalties

infeccioses, incloent aquelles causades pel pneumococ, tot i que amb resultats
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discrepants (166). L’ S.pneumoniae ha mostrat una capacitat d’unid baixa-intermédia a
la MBL (167,168) i els nivells sérics baixos de MBL han estat associats a un increment 5
vegades superior de mort associada a malaltia pneumococcica (166). S’han publicat
diversos estudis que mostren que el deficit de MBL és un factor de risc per
desenvolupar MPI (141,166,169,170), infeccions respiratories greus en nounats i
infants (171,172), carregues bacterianes elevades en sepsies meningococciques en
infants (173), un major risc i duracid6 de complicacions infeccioses en nens amb
neoplasies malignes (174,175) i augmenta la gravetat i el mal pronostic en els adults
que pateixen pneumonia (176). No obstant, existeixen també altres estudis que
mostren resultats contradictoris respecte a la relacié entre el nivells baixos de MBL
determinats geneticament i el risc de MPI en poblacions pediatriques i adults

(141,177-181).

3 3 DOCTORAND: Carles, BAUTISTAR



34

DOCTORAND: Carles, BAUTISTAR
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1. Justificacio i Hipotesis

Com hem desenvolupat al llarg de la introduccid, la malaltia pneumocodccica invasiva és
un problema serids i freqlient en els paisos desenvolupats. La seva prevalencga és
elevada en les primeres i Ultimes etapes de la vida i en grups de poblacié especifics
amb determinades patologies croniques o estats d'immunosupressié congenits o
adquirits. El pic de major incidéncia es produeix en I'edat pediatrica, especialment
durant la infancia. L'impacte de la malaltia és important ja que associa una elevada
mortalitat perd també una elevada morbiditat. Els supervivents de la malaltia
pneumococcia invasiva tenen majors taxes de sordesa, convulsions o alteracions del
desenvolupament neurocognitiu entre d’altres. Es també durant la infancia on els
defectes immunologics poden tenir un major impacte en la freqliencia i agressivitat de
les infeccions. La immunitat innata constitueix el principal mecanisme de defensa en
aquest moment del desenvolupament i coincideix amb el pic d’incidéncia de la malaltia

pneumococcica invasiva.

Aixi doncs, donada I'abséncia d’evidéncia en la literatura cientifica de dades concloents
gue relacionin els factors immunologics que predisposen als nens a la malaltia
pneumococcica invasiva amb les caracteristiques de la infeccid i el grau d’ invasivitat
del pneumococ, es va creure oportu iniciar un estudi observacional prospectiu al
nostre centre (Hospital Universitari Sant Joan de Déu) per tal de descriure les
caracteristiques etiopatogeniques i immunitaries del nen amb malaltia pneumoccica
invasiva. Posteriorment, es va decidir avaluar retrospectivament la preséncia de
factors que alteren la immunitat innata en una cohort de pacients supervivents d’un

episodi de meningitis pneumococcica, ja que es tracta de la forma clinica de malaltia
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pneumococcica invasiva amb major morbimortalitat. Aquest segon estudi també
serviria per contrastar els resultats del primer estudi en una poblacié de

caracteristiques diferents.

Els resultats d’aquests treballs ens havien de permetre conéixer:

e El perfil del nen que pateix malaltia pneumococcica invasiva en la nostra zona,
aixi com tenir una valoracid sobre lI'impacte de la malaltia a nivell de
morbimortalitat en I'edat pediatrica

e Quines son les formes cliniques prevalents de MPI en I'edat pediatrica i quins
factors condicionen l'ingrés a les unitats de cures intensives i/o allarguen
I’estada hospitalaria.

e Quin és el perfil vacunal dels pacients que pateixen MPI i la seva relacié amb les
formes cliniques de MPI i invasivitat del pneumococ.

e Coneixer les frequéncies de genotips de MBL2 en la nostra mostra de pacients
amb MPI i relacionar-ho amb les formes cliniques de MPI i invasivitat del
pneumococ

e Coneixer la relacié entre els genotips de MBL2 associats a déficit seric de MBL i
la seva associacid a variables epidemiologiques

e Coneixer especificament les caracteristiques cliniques, el perfil vacunal, el
genotip de MBL2 i les caracteristiques d’invasivitat del pneumococ en una
cohort pediatrica supervivent de meningitis pneumococcica.

e Definir els factors que augmenten el risc de patir MPI per establir tractaments

orientats a disminuir la morbimortalitat associada a aquesta patologia
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e |dentificar quins pacients es podrien beneficiar d’estratégies de prevencié o un

maneig més agressiu durant I'episodi agut de MPI per millorar-ne el pronostic

S’establiren les seglients hipotesis de treball:

1. Els nens amb malaltia pneumococcica invasiva presenten una elevada proporcié de
defectes de la immunitat innata (tals com el deficit de MBL) respecte a d’altres
grups de poblacié.

2. Els nens amb meningitis pneumococcica presenten una elevada proporcidé de
defectes de la immunitat innata.

3. Els nens amb defectes de la immunitat innata presenten formes cliniques de MPI
més agressives i amb major morbimortalitat.

4. Els defectes de la immunitat innata modulen la forma clinica de MPI en relacié al

perfil d’invasivitat associat al serotip de pneumococ.
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3. OBIJECTIUS
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2. Objectius

D’acord amb les hipotesis descrites, els objectius plantejats en els dos estudis que

conformen la Tesi doctoral son:

1. Primer estudi: High prevalence of genetically-determined mannose binding
lectin deficiency in young children with invasive pneumococcal disease. Clinical
Microbiology and Infection (2014); 20: 0745-0752.

Objectiu general

1.1 Coneéixer les caracteristiques epidemiologiques, cliniques i microbiologiques
dels pacients amb malaltia pneumococcica invasiva

1.2 Determinar la prevalenca de genotips responsables de nivells baixos de MBL
sérica en pacients amb malaltia pneumocodccica invasiva

Objectius especifics

1.3 Descriure les caracteristiques demografiques, cliniques, microbiologiques i
genotipiques segons grup d’edat en pacients amb malaltia pneumococcica
invasiva

1.4 Avaluar si existeixen diferéncies en la prevalenca de genotips responsables de
nivells baixos de MBL sérica en pacients amb malaltia pneumococcica invasiva
segons l'edat del pacient, el potencial invasiu associat al serotip, la forma

clinica de MPI o la necessitat d’ingrés a la UCIP
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2. Segon estudi: Mannose-binding lectin-deficient genotypes as a risk factor of
pneumococcal meningitis in infants. PLOS ONE (2017) 12(5): e0178377.

Objectiu general

2.1 Descriure la susceptibilitat a meningitis pneumocodccica en pacients pediatrics
segons el potencial invasiu del serotip i els genotips associats a déficit séric de
MBL

Objectius especifics

2.2 Descriure les caracteristiques demografiques, cliniques, microbiologiques i
genotipiques en pacients pediatrics amb meningitis pneumococcica

2.3 Avaluar les diferencies entre els genotips de MBL2 segons variables
epidemiologiques, cliniques i microbiologiques en pacients pediatrics amb

meningitis pneumococcica.
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4. RESULTATS
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3. Resultats

Els resultats dels dos estudis presentats han estat publicats en dos articles que es
presenten a continuacié dels quals el doctorand n’és primer i segon autor. Aquests dos
articles s’han publicat en revistes situades en el primer quartil de factor d'impacte en

les seves arees de coneixement.

Primer article:

High prevalence of genetically-determined mannose binding lectin deficiency in Young
children with invasive pneumococcal disease

C. Mufioz-Almagro, C. Bautista-Rodriguez, M. T. Arias, R. Boixeda, E. del Amo, C. Borras, N.
Armiger, L. Garcia, G. Sauca, L. Selva, M. F. de Sevilla, P. Ciruela, J. C. Yebenes, R. Pallares, F.
Lozano

Clinical Microbiology and Infection 2014; 20: 0745-0752
http://dx.doi.org/10.1111/1469-0691.12615

ISI Journal Citation reports® Ranking 2015: 16/264 (Medicine, Infectious Diseases), Q1

Impact Factor: 4.575

Segon article:

Mannose-binding lectin-deficient genotypes as a risk factor of pneumococcal meningitis in
infants

C. Bautista-Rodriguez, C. Launes, |. Jordan, M. Andres, M.T. Arias, F. Lozano, JJ Garcia-Garcia, C.
Muioz-Almagro

PLOS ONE 2017; 12(5): e0178377

http://doi.org/10.1371/journal.pone.0178377

ISI Journal Citation reports® Ranking 2015: 209/1779 (Medicine), Q1

Impact Factor: 3.057
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Primer article:

High prevalence of genetically-determined mannose binding lectin deficiency in

Young children with invasive pneumococcal disease

C. Mufioz-Almagro, C. Bautista-Rodriguez, M. T. Arias, R. Boixeda, E. del Amo,
C. Borras, N. Armiger, L. Garcia, G. Sauca, L. Selva,

M. F. de Sevilla, P. Ciruela, J. C. Yebenes, R. Pallares, F. Lozano

Article publicat a
Clinical Microbiology and Infection 2014; 20: 0745-0752

http://dx.doi.org/10.1111/1469-0691.12615
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ORIGINAL ARTICLE INFECTIOUS DISEASE

High prevalence of genetically-determined mannose binding lectin
deficiency in young children with invasive pneumococcal disease

C. Munoz~-AImagrol, C. Bautistaz, M. T. Arias3, R. Boixeda4, E. del Amol, C. Borrasz, N. Armiger3’5, L. Garciae, G. Sauca7, L.
Selva™, M. F. de Sevilla™, P. Ciruelag, J.C. Yebenese, R. Pallares9 and F. Lozano™ "™’

1) Molecular Microbiology Department, 2) Paediatrics Department, Hospital Universitari Sant Joan de Deu and University of Barcelona, Esplugues,

3) Department of Immunology, Hospital Clinic of Barcelona, 4) Department of Internal Medicine, Hospital de Mataro — Consorci Sanitari del Maresme,
Mataro, 5) Group of Immunoreceptors, Institut d’Investigacions Biomediques August Pi i Sunyer, 6) Department of Paediatrics and Intensive Care,

7) Department of Microbiology, Hospital de Mataro — Consorci Sanitari del Maresme, Mataro, 8) Public Health Agency, Government of Catalonia,

9) Infectious Diseases, Idibell, Ciberes, Campus Bellvitge, and 10) Department of Cell Biology, Immunology and Neurosciences,
University of Barcelona, Barcelona, Spain

Abstract

Susceptibility to invasive pneumococcal disease (IPD) correlates with age, younger children being the group with the highest burden of
disease. The relevance of the innate immune response and particularly the role of mannose-binding lectin (MBL) in combating IPD is not well
known. This is a 2-year prospective study (February 2011 to March 2013) including patients with IPD who attended two hospitals from
Catalonia, Spain. Variables including attack rate of pneumococcal serotype (high or low invasive potential serotypes) and genotypes associated
with low serum MBL levels were recorded. One hundred and forty-seven patients were included in the study. One hundred and two (69.4%)
patients were children or adolescents <18 years and 45 (30.6%) were adults. Overall, low-MBL genotypes (O/O; XA/O) were detected in 23
(15.6%) patients. Children <2 years showed a higher frequency of low-MBL genotypes compared with other patients (31.0% vs. 11.9%; p =
0.031). Further sub-analysis revealed a higher proportion of low-MBL genotypes in children <2 years with IPD caused by opportunistic or low-
attack-rate serotypes when compared with older patients (46.2% vs. 13.2%; p = 0.02). However, no statistically significant differences between
the two groups were observed when including patients infected with invasive or high-attack-rate serotypes (18.8% vs. 10.0%; p = 0.59). Our
data suggest that young children with a genetically determined low-MBL production are at a higher risk of developing IPD, particularly that
caused by opportunistic or low-attack-rate pneumococcal serotypes.
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at least once during the first 2 years of life and nasopharyn-
geal colonization is the first step towards development of
mucosal and invasive diseases [2]. Further spread of
pneumo-coccus to the bloodstream and other normally
sterile sites occurs less often. However, young children,
young adults with immunosuppressive and chronic
conditions and older adults are at higher risk of IPD. The
complex interaction between impaired host factors and the
presence of virulence determi-nants of the pneumococcus
may be responsible for developing IPD [2].

The main virulence factor for pneumococcus is the
polysaccharide capsule, with more than 94 serotypes that
cause varying rates of carriage and IPD. Some of these
serotypes have ‘low attack rate’ and are frequently detected
in carriers. These so-called ‘opportunistic serotypes’ are
more prevalent in children <2 years old, elderly people and
patients with co-morbidities [3]. In contrast, serotypes with a
‘high attack rate’, also called ‘high-invasive potential
serotypes’, are seldom detected in carriers and often cause
IPD, particularly in older children and adults without co-
morbidities [4,5]. Intriguingly, serotypes with a high attack
rate, such as serotypes 1, 5 or 7F, have been associated
with a less complicated course of disease and lower
mortality rates than opportunistic serotypes [6,7],whereas
serotypes with a low attack rate have been related to high
mortality and more serious clinical manifestations, such as
meningitis and sepsis [8].

Mannose-binding lectin (MBL) is a serum protein of the
innate immune system, which recognizes pathogen structures,
mainly of a carbohydrate nature. It can then promote
opsonophagocytosis of a wide range of microorganisms and
subsequent antibody-independent complement activation
[9,10]. It is considered a pre-antibody that has a relevant
defensive role in the first period of life, when an immature
adaptive immune system still exists. The serum levels of MBL
are genetically determined as a consequence of single nucle-
otide polymorphisms (SNPs) embedded into the promoter and
the exon 1 of the human MBL2 gene [11]. Homo- and
heterozygous combinations of those SNPs give rise to different
genotypes responsible for high (A/A, XA/A), intermediate (O/ A,
XA/XA) or low (O/O, XA/O) serum MBL levels [12]. Previous
reports indicate that genetically-determined MBL deficiency is
relatively frequent in all human populations analyzed (ranging
from <15% in Caucasian populations to 20% in sub-Saharan
African populations) [13,14]. This deficiency has been linked to
increased susceptibility to infectious diseases, including those
caused by pneumococcus [15]. Nonetheless, this hypothesis
remains controversial because some studies have not observed
a significant association of MBL deficiency with the
development of IPD [16].

32014 The Authors

The aim of this study was to evaluate the prevalence
of genotypes responsible for low serum MBL levels in
patients with IPD according to age group and serotype
attack rate characteristics. This information could be
useful for designing strategies for prevention and
personalized treatment of patients based on previous
analysis of host—pathogen interac-tions.

Patients and Methods

Participant recruitment

This is a prospective study that includes all patients with IPD
who attended two medical centres (Hospital Sant Joan de Deu
and Hospital de Mataro) from 1 February 2011 to 1 March 2013.
The Hospital Sant Joan de Deu (HSJD) is a 360-bed referral
paediatric centre located in the metropolitan area of Barcelona,
which annually captures around 17% of all hospi-talizations (c.
200 000 children) from the population <18 years in Catalonia
(Spain). The Hospital de Mataro (HM) is a public general
hospital that covers a catchment area of 400 000 inhabitants
from the Catalonian area of Maresme.

Only one episode (the first) per patient was included in the
study sample. Patients with functional deficit of classical or
alternative pathways of complement activation were excluded
from the study, as well as patients with immunocompromised
conditions (HIV infection, immunoglobulin deficit), cystic fibrosis,
bronchiectasis or cerebrospinal leak.

Demographic and clinical variables including age, sex,
ethnicity, IPD risk factors, pneumococcal vaccination status,
pneumococcal serotypes and their invasiveness potential,
MBL production levels, clinical diagnosis, course of disease,
length of hospital stay (LOS) and admission to intensive
care unit (ICU) were registered for each episode.

The study was performed following the guidelines of
the Ethics Committees of Hospital Sant Joan de Deu
and Hospital de Mataro.

Microbiological and immunological methods

Invasive pneumococcal disease was defined as the presence of
clinical findings of infection (which were used for classification
of disease) together with isolation of Streptococcus pneumoniae
and/or DNA detection of the pneumolysin (ply) gene and an
additional capsular gene of S. pneumoniae by real-time PCR in
plasma, cerebrospinal fluid or any other sterile fluid. All
pneumococcal isolates were identified by standard microbio-
logical methods. DNA detection of the pneumolysin (ply) gene
by real-time PCR in normal sterile fluids was performed
according to a previously reported assay [17]. Serotyping of
strains isolated by culture was carried out by a molecular
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technique based on automated fluorescent fragment analysis,
which allows differentiation of 40 serotypes [18]. Detection of
pneumococcal serotypes in culture-negative clinical samples
was performed by multiplex real-time PCR methodology [19].
Both molecular techniques were performed at the Molecular
Microbiology Department of Hospital Sant Joan de Deu, which
operates as the regional support laboratory for pneumococcus
surveillance in Catalonia. Quellung reaction performed at the
National Center for Microbiology (Majadahonda, Madrid) was
used to complete serotyping in strains isolated by culture.

Serotypes were classified according to the studies of
Brueggemann [4] and Sleeman [5]: 1, 4, 5, 7F, 9V, 14, 18C
and 19A were considered to have a ‘high attack rate’
whereas the remainder were considered to be non-invasive
or oppor-tunistic serotypes with a ‘low attack rate’.

MBL2 polymorphism analysis

DNA extraction, amplification and genotyping of MBL2 were
carried out as previously described [20]. Six single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the 50-flanking/prom0ter region ( 550
G/C 221 C/G, 4 CIT) and exon 1 (codon 52 CGT/ TGT, codon
54 GGC/GAC and codon 57 GGA/GAA) of the

MBL2 gene were analysed using a polymerase chain reaction
(PCR) and sequence-based typing (SBT) technique. The SNPs
at codons 52, 54 and 57 are named D, B and C variants,
respectively, and are major determinants of serum MBL levels
[10,11]. These variants are collectively named O, while A
indicates the wild-type variant. The SNPs at positions 551
(H/L), 221 (X/L) and +4 (P/Q) also influence serum MBL levels
in individuals with the wild-type A variant [16]. However, the
functional effects of H/L and P/Q SNPs appear to be minor
compared with L/X, X being the allele associated with lower
MBL expression. Accordingly, haplotype combina-tions O/O
and O/XA were considered as low-MBL producing genotypes,
O/A and XA/XA as intermediate-producing, and A/ A and XA/A
as high-producing genotypes.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Statistical Package
for Social Sciences software (SPSS Statistics for Windows,
version 20.0, IBM Corp., Chicago, IL, USA). Continuous
variables were summarized as means and standard deviations
(SDs) or as medians and interquartile ranges (IQR, 25th to 75th
percentile) according to their homogeneity. Categorical
variables were compared with the chi-squared test or the
Fisher's exact test (two-tailed) when appropriate. Continuous
variables were compared with the Mann-Whitney U-test or
Student t-test according to their homogeneity. Significance was
set at a two-sided p-value of <0.05 for all statistical analyses. p-
values were corrected according to the Holm

method for multiple comparisons. An eligible population of
170 subjects was expected to be collected in the two
hospitals during the study period, according to incidence
rates of previous years. Based on results described in
previous studies, proportions of low vs. medium-high MBL
levels were assumed to be 15% and 85%, respectively,
while proportions of IPD caused by opportunistic serotypes
vs. high-attack serotypes were assumed to be 50% and
50%. The confidence level was set at 95% (two-tailed),
precision of confidence interval at 3%, and rate of subjects
not meeting inclusion criteria at 10%. It was calculated that
the minimum sample size to be recruited for the study
needed to include 164 subjects from the eligible population.

Results

A total of 203 IPD episodes among 200 patients were
recorded in the two institutions. Of these, 36 patients did
not give consent to participate in the study (18%) and 17
did not meet inclusion criteria (two patients with
cerebrospinal leak, three patients with HIV infection, and
12 patients with immunosuppression treatment). Thus,
the final study sample comprised 147 patients with IPD.

Eighty-five patients (57.8%) were recruited at Hospital Sant
Joan de Deu and 62 (42.2%) at Hospital de Mataro. The
predominant gender was male (85 patients; 57.8%) and the
predominant ethnic group was Caucasian (n = 110; 74.8%).
Children or adolescents <18 years of age were also the
predominant age group (n = 102; 69.4%). The median age of
paediatric patients was 2.9 years (IQR, 1.7-5.3 years) while the
median age of adults was 54.0 years (IQR, 47.1- 77.6 years).
Pneumonia was the most frequent clinical diagno-sis (n = 125;
85.0%); 66 subjects had complicated pneumonia. This was
followed by meningitis (n = 12; 8.2%) and bactera-emia/sepsis
(n = 10; 6.8%). One hundred and thirty-seven (93.2%) patients
required hospitalization, with a median LOS of 9.0 days (IQR,
6.0-14.0), and 25 (17.0%) patients required admission to the
Paediatric Intensive Care Unit (PICU). Only 45 (30.6%) patients
had previously been vaccinated; 15 (10.2%) suffered sequelae
and three adults died.

Sixty-five (44.2%) episodes were confirmed only by PCR, 61
(41.5%) by culture and 21 (14.3%) by both PCR and culture.
Overall, the rank order of serotypes was serotype 1 (n = 36;
24.5%), serotype 3 (n = 22; 15.0%), serotype 19A (n = 11;
7.5%) and serotype 7F (n = 10; 6.8%). Serotypes included in
the 13-valent pneumococcal conjugate vaccine were found in
74 (72.5%) of 102 children and adolescents younger than 18
years and in 21 (46.7%) of 45 adults. Serotypes with a high
attack rate were identified in 66 (44.9%) episodes.

32014 The Authors
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Table 1 shows the MBL2 genotype frequencies found in this
study. A genotype associated with low production of MBL (O/
O; XA/O) was detected in 23 (15.6%) patients, while genotypes
associated with intermediate and high MBL pro-duction were
detected in 45 (30.6%) and 79 (53.7%) patients, respectively.
Table 2 shows demographic, clinical, microbio-logical and
genotypical variables of patients according to age
group.

Low-MBL genotypes were not found to be significantly
associated with the variables of sex, ethnicity, serotype
invasiveness and PICU admission. A higher proportion of low-
MBL genotypes was observed among patients with meningitis
in comparison with other clinical presentations (33.3% vs.
14.1%) but this tendency did not reach a statistically significant
value (p = 0.191). Children younger than 2 years showed a
significantly higher frequency of low-MBL genotypes
compared with the other patients (31.0% vs. 11.9%; p =
0.031). Nevertheless, correction for multiple comparisons
did not confirm significance of this association (corrected p-
value = 0.186). Data regarding associations between vari-
ables are presented in Table 3.

A sub-analysis of patients by age group (considering children
<2 years old vs. other patients) revealed considerable pro-
portions of carriers of low-MBL genotypes among children
<2 years old with IPD caused by opportunistic serotypes
(46.2%), diagnosed with meningitis (42.9%), admitted to the
ICU (40%) and of Caucasian ethnicity (36.8%). When com-
paring the frequency of low-MBL genotypes in these
younger children and in other patients, ratios of proportions
(R) between the two age groups were found to be
statistically significant in Caucasian patients (p = 0.013) and
in patients with IPD caused by opportunistic serotypes (p =
0.020). These results are recorded in Table 4.

TABLE 1. MBL2 genotype frequencies in 147 patients with
invasive pneumococcal disease

MBL genotype
group Frequencies %
YAIYA 42 28.6
YAIXA 37 25.2
XAIXA 6 4.1
Overall A/A 85
YA/YB 21 14.3
XAIYB 6 4.1
YAIYC 7 4.8
XAIYC 2 14
YAIYD 11 7.5
XAIYD 2 14
Overall A/O 49
YB/YB 4 2.6
YB/YC 3 2.0
YB/YD 4 2.6
YC/YC 1 0.7
YC/YD 0 0
YD/YD 1 0.7
Overall O/O 13

22014 The Authors

Discussion

Susceptibility to IPD has been reported to be clearly related
to age, and younger children are the group with the highest
burden of disease [1,3]. The importance of the innate
immune response in combating infections is well docu-
mented. Contrary to adaptive immunity, which takes days to
generate and expand a specific humoral and/or cellular
response against the pathogen, the innate response acts
immediately (within minutes or hours). This innate immune
system acts as a first-line defensive barrier, which is critical
to contain the passage of nasopharyngeal colonizers to
normally sterile sites until lymphocytes and specific
antibodies take action [21]. It is also well known that the
type and magnitude of the adaptive immune response vary
with age, developing from immaturity at birth to maturity
after the first 2 years of life, although it takes even longer for
the adaptive immune system to fully develop. Therefore, in
younger children the fight against infections mainly relies on
the innate immune system.

An international study has analysed the association
between mortality, clinical manifestations and recovery
of invasive serotypes vs. non-invasive serotypes, and
has shown that host factors are better predictors of
associated morbidity and mortality of IPD than serotype
invasiveness [8]. That is, whether an opportunistic
serotype will cause disease and/or determine a worse
evolution is more strongly related to a deficient host
immunological response than to microbiological factors.

In the present study, we found a significantly high propor-tion
of genotypes associated with low MBL production among
children younger than 2 years with IPD. Moreover, the
frequency of low-MBL genotypes was observed to be especially
high (46.2%) in younger children with IPD caused by
opportunistic serotypes. These data suggest that pneumo-
coccal nasopharyngeal colonizers have more opportunities to
cause invasive disease in young children with a geneti-cally-
determined low MBL production, which is a crucial factor in the
innate immune response. Interestingly, when rates of low-MBL
genotypes among patients with IPD caused by serotypes with
high invasiveness (high-attack-rate serotypes) were analyzed,
we did not find a significantly high proportion of low-MBL
genotypes either in young children aged <2 years or in other
patients. Serotypes with a high attack rate are bad colonizers,
and different studies have shown that they have important
virulence factors associated with the production of
pleuropneumonia or other clinical manifestations of IPD [22].
These data suggest that in the case of high-attack-rate
serotypes, microbiological factors may proportionally have
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TABLE 2. Demographic, clinical, microbiological and genotypical characteristics of patients according to age group

Characteristics <2 years 22 and <5 years =5 and <65 years 265 years Total
Subjects 29(19.7) 45 (30.6) 56 (38.1) 17(11.6) 147
Sex
Male 14 (48.3) 24 (53.3) 38(67.9) 9(52.9) 85(57.8)
Female 15(51.7) 21 (46.7) 18(32.1) 8(47.1) 62(42.2)
Ethnicity
Caucasian 19(65.5) 31 (68.9) 45 (80.4) 15(88.2) 110(74.8)
Non-Caucasian 10(34.5) 14 (31.1) 11 (19.6) 2(11.8) 37(15.2)
Clinical manifestation
Pneumonia 18(62.0) 39 (86.7) 53(94.6) 15(88.2) 125(85.0)
Meningitis 7(24.1) 2 (4.9) 1(1.8) 2(11.8) 12(8.2)
Bacteraemia/sepsis 4(13.8) 4 (8.9) 2(3.6) 0 10(6.8)
ICU admission (n = 137)%
No 18(64.3) 34 (79.1) 45(90.0) 15(93.8) 112(83.0)
Yes 10(35.7) 9 (20.9) 5(10.0) 1(6.3) 25(17.0)
Clinical course (n = 129)a
No sequelae 15(62.5) 33 (86.8) 48(96.0) 15(88.2) 111
Sequelae 9(37.5) 5(13.2) 1(2.0) 0 15
Exitus 0 0 1(2.0) 2(11.8) 3
IPD risk factor (n = 127)a
No 23(95.8) 38 (100.0) 39(81.3) 5(29.4) 105
Yes 1(4.2) 0 9(18.8) 12(70.6) 22
Vaccine receipt
No 21(72.4) 26 (57.8) 50 (89.3) 17 (100) 114
PCV7 0 16 (35.6) 6(10.7) 0 22
PCV10 1(3.4) 1(2.2) 0 0 2
PCV13 7(24.1) 1(2.2) 0 0 8
PCV7 & PCV13 0 1(2.2) 0 0 1
Serotype invasiveness
High 16(55.2) 17 (37.8) 31(55.4) 2(11.8) 66(44.9)
Non-high 13(44.8) 28 (62.2) 25 (44.6) 15(88.2) 81(55.1)
PCV13 serotype
No 7(24.1) 13 (28.9) 19(33.9) 13(76.5) 52
Yes 22(75.9) 32 (71.1) 37(66.1) 4(23.5) 95
MBL levels
High (A/A) 10(34.5) 22 (48.9) 36(64.3) 11(64.7) 79(53.7)
Medium (XA/XA or A/O) 10(34.5) 19 (42.2) 12(21.4) 4(23.5) 45(30.7)
Low (X/A or O/O) 9(31.0) 4 (8.9) 8(14.3) 2(11.8) 23(15.6)
LOS (days) 14(9.3-17.8) 9 (7.0-11.0) 8.5(5.0-12.3) 7(5.0-9.0) 9(6.0-14.0)
ICU LOS days 2.5(1.0-18.0) 1.0(1.0-2.5) 1.0(1.0-8.0) 0 1.0(1.0-6.5)

Data are presented as n (%) or median

(IQR). aMissing values.

IPD, invasive pneumococcal disease; LOS, length of stay; ICU, intensive care unit; MBL, mannose-binding lectin; PCV7/PCV10/PCV13, 7-valent/10-valent/13-
valent pneumococcal vaccine.

TABLE 3. Variable frequencies according to MBL level

Patients with low Patients with medium/ Corrected
Variables MBL level high MBL level p-Value p-value
Age
<2 years old 9(31.0) 20 (69.0) 0.031 0.186
22 years old 14(11.9) 104 (88.1)
Sex
Male 14(16.5) 71 (83.5) 0.747 1.000
Female 9(14.5) 53 (85.5)
Ethnicity
Caucasian 16 (14.5) 94 (85.5) 0.526 1.000
Non-Caucasian 7(18.9) 30 (81.1)
Clinical manifestation
Meningitis 4(33.4) 8 (66.7) 0.191 0.955
Pneumonia/bacteraemia/sepsis 19(14.1) 116 (85.9)
ICU admission (n = 137)a
No 18(16.1) 94 (83.9) 0.826 1.000
Yes 5(20.0) 20 (80.0)
Serotype invasiveness
High 8(12.1) 58 (87.9) 0.290 1.000
Non-high 15(18.5) 6 (81.5)

Data are presented as n (%).

Significantavalues in bold

numbers. “Missing values.

ICU, intensive care unit; PCV13, 13-valent pneumococcal vaccine.

more weight in causing disease, regardless of the performed in mice about the role of MBL in susceptibility to
quality of the immune response. pneumococcal infection [23]. In addition, data also exist
Our data about the implication of MBL in the development of documenting the implication of MBL deficiency in other

IPD in young children are novel but in agreement with studies paediatric infectious diseases. A recent systematic review has
32014 The Authors
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TABLE 4. Variable frequencies according to age group and MBL level

Age group <2 years (n = 29)

Age group 22 years (n = 118)

Patients with low MBL level

Total number Patients with

Total number

Patients with

Variables of patients low MBL level of patients low MBL level p-Value R (95% ClI)
Ethnicity

Caucasian 19 7 (36.8) 91 9(9.9) 0.013 3.73(1.58-8.76)
Non-Caucasian 10 2 (20.0) 27 5(18.5) 1.000 1.08(0.25-4.70)
Clinical manifestation

Meningitis 7 3 (42.9) 5 1(20.0) 0.849 2.14(0.30-15.07)

Others 22 6 (27.3) 113 13(11.5) 0.121 2.37(1.01-5.56)
ICU admission®

No 18 5 (27.8) 94 13(13.8) 0.263 2.01(0.82-4.94)

Yes 10 4 (40.0) 15 1(6.7) 0.128 6.00(0.78-46.14)
Serotype invasiveness

High 16 3 (18.8) 50 5(10.0) 0.593 1.88(0.50-6.99)

Non-high 13 6 (46.2) 68 9(13.2) 0.020 3.49(1.50-8.12)

Significant values in bold
numbers. ~Missing values.

R, ratio of proportions; Cl, confidence interval; ICU, intensive care unit; PCV13, 13-valent pneumococcal vaccine.

reported a probable association between HIV disease progres-
sion and MBL deficiency, and this association was especially
high in children <2 years of age [24]. Dommett et al. [25] have
reported the influence of MBL in the frequency and duration of
infectious complications in children with malignancy. Finally,
Koch et al. [26] report a statistical association of MBL insuffi-
ciency with the increase of risk of acute respiratory infection in
children between 6 and 17 months. These results contrast with
those documented in other populations without infectious
diseases. A study performed in a cohort of newborns in the
Netherlands showed that a low-MBL genotype was only
observed in eight of 56 (14.2%) premature newborns and in two
of 11 (18.1%) preterm neonates [27]. Another study performed
in our geographical area reported a similar percent-age of
15.3% among adults [13].

It was also of interest to find out that younger patients with
pneumococcal meningitis showed a high proportion of low-MBL
genotypes (42.9%), even though this proportion did not reach
statistical significance when compared with the proportion of
low-MBL genotypes in older patients. These data are in
agreement with a recent study that reports an association
between defective MBL genotypes and an increased risk of
[28]. The hypothesis that MBL
deficiency could be related to a worse clinical evolution should

pneumococcal meningitis
not be ruled out and deserves further analysis.

The significance of MBL binding S. pneumoniae is contro-
versial because studies show low MBL binding to S. pneumo-
niae as well as to other encapsulated bacteria [29]. Therefore,
other mechanisms distinct from complement-mediated opso-
nophagocytosis and bacterial killing of S. pneumoniae by MBL
could be the basis of the clinical association reported here. In
this regard, there is also evidence of direct interaction of MBL
with phagocytic cells to promote phagocytosis and modify
cellular activation [30], as well as increasing evidence in
support of an immunomodulatory effect of MBL [31].

32014 The Authors

Our study should be interpreted in light of several limitations.
First,
statistically significant results, analysis of more extensive

although the study sample allowed us to obtain

populations should be undertaken to confirm our results,
particularly in relation to the association between a geneti-cally-
determined MBL deficiency and the onset of pneumo-coccal
meningitis. Second, our study does not exclude the putative
contribution of other soluble pattern recognition innate immune
proteins also potentially involved in the defence of the lungs
against S. pneumoniae or other bacteria, such as surfactant
proteins (SP-A and SP-D) [32], ficolins [33], pentraxins [34] or
agglutinin gp-340/DMBT1 [35]. Third, we did not analyse other
factors that may be involved in the step from colonization to
disease and, in particular, the role of co-infection with
respiratory viruses. Viral infection is very common in young
children and it has been suggested that the acquisition of a
virus damages the epithelial mucosa and promotes the
expression of virulence determinants in the pathogen, which are
related to adhesiveness to the mucosa and bacterial replication
[36]. Moreover, the role of MBL in direct viral neutralization and
inhibition of viral spread is well known [37]. Additional analysis
is needed to determine whether deficiencies in innate immunity
and co-infection with respiratory viruses together create the
perfect situation for development of IPD in children.

In conclusion, our findings suggest an association of
genetically determined low MBL production and IPD in younger
children. Further confirmation of this novel associa-tion may
open a pathway to the practice of personalized medicine in
which paediatricians would not only evaluate the risk of IPD
according to clinical,
characteristics of the episode, but also according to predictive
factors derived from the immune characteristics of the host. Our
results also support the need to adopt a more integrated
approach to the diagnosis and treatment of IPD in

epidemiological and micro-biological
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young children in order to achieve better clinical outcomes
for this particular group of patients. The challenge of finding
a vaccine based on preserved pneumococcal proteins
protecting against all serotypes could be the next response
in the prevention of pneumococcal disease.
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Resum del primer article:

Es tracta d’un estudi observacional prospectiu on s’inclouen tots els pacients amb
episodis de malaltia pneumococcica invasiva atesos a I'Hospital Sant Joan de Déu i a
I’'Hospital de Mataré des de I'1 de febrer de 2011 a I’1 de marg¢ de 2013. Es van recollir
dades demografiques i variables cliniques incloent edat, sexe, étnia, factors de risc per
a MPI i estat de vacunacid. També es van recollir dades referents a forma clinica de
presentacio, evolucié de la infeccid i seqlieles, ingrés a unitat de cures intensives i
temps d’estada hospitalaria. Es va realitzar la prova de deteccié del pneumococ en
liquids humans esteérils mitjangant cultiu i/o detecci6 d’ADN especific. Tots els
pneumococ es van serotipar mitjancant técniques de microbiologia molecular. Es va
determinar el genotip de MBL2 en tots els pacients inclosos. Es van excloure tots
aquells pacients amb déficit congenit o adquirit del complement aixi com patologies
gue cursen amb immunosupressié (infeccié per VIH, deficit d'immunoglobulina), fibrosi

quistica, bronquiéctasis o fistules de liquid cefaloraquidi.

L’'Hospital Sant Joan de Déu (Barcelona) és un centre monografic de referéncia de
tercer nivell pediatric amb 360 llits localitzat a I'area metropolitana de Barcelona. El
centre assumeix anualment el 17% de totes les hospitalitzacions (aproximadament
200.000 a I'any) en menors de 18 anys de Catalunya (Espanya). L’hospital té una Unitat
de Cures Intensives Pediatriques (UCIP) amb 18 llits, amb capacitat per assumir
pacients que requereixen suport circulatori i/o pulmonar amb bomba i membrana
d’oxigenacid extracorporia. Es centre de referéncia a 'estat per a pacients neurologics,

cardiacs, nens amb neoplasies hematologiques i tumors solids.
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L'Hospital de Matard és un hospital public general que ofereix serveis sanitaris en una
area de poblacié d’aproximadament 400.000 habitants situada a les comarques

catalanes del Maresme.

Els resultats d’aquest primer estudi sén:

1. Caracteristiques epidemiologiques:

1.1. Es van recollir un total de 203 episodis de MPI. 36 pacients no van donar el seu
consentiment per participar en I'estudi (18%). 17 pacients foren exclosos (dos
pacients amb fistula de liquid cefaloraquidi, 3 pacients amb infeccié per VIH i
12 pacients amb estat d'immunosupressié congénita o adquirida).

1.2. Es van incloure 147 pacients a I'estudi. El 57.8% (n=85) eren homes i el 74.8%
(n=110) eren d’etnia caucasica. El 69.4% (n=102) dels casos eren menors de 18
anys. L'edat mitjana dels pacients pediatrics fou 2.9 anys (rang interquartilic,
RIQ, 1.7-5.3) mentre que en el grup d’adults fou 54.0 anys (RIQ 47.1-77.6).

1.3. Només el 30.6% dels pacients inclosos (n=45) havien rebut vacunacié

antipneumococcica.

2. Formes cliniques i hospitalitzacio

2.1. La pneumonia fou el diagnostic clinic més freqlient (85%, n=125). El 52.8% de
les pneumonies foren complicades
2.2. La meningitis fou el segon diagnostic més freqient (8.2%, n=12) i la

bacteriémia el tercer (6.8%, n=10).
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2.3. El 93.2% (n=137) dels pacients van requerir hospitalitzacid, amb una mitja
d’estada hospitalaria de 9.0 dies (RIQ 6.0-14.0). El 17% dels pacients (n=25) va
requerir ingrés a la UCIP.

2.4. El 10.2% (n=15) dels pacients va presentar seqieles a causa de la infeccié i 3

adults van morir a consequeéencia d’aquesta.

Perfil microbiologic i immunologic

3.1. El 44.2% (n=65) dels episodis es va confirmar mitjancant PCR, el 41.5% (n=61)
es va confirmar amb cultius i el 14.3% restant (n=21) amb ambdds métodes.

3.2. Els serotips més frequents foren I'1 (n=36, 24.5%), el serotip 3 (n=22, 15.0%),
el serotip 19A (n=11, 7.5%) i el serotip 7F (n=10, 6.8%).

3.3. El 72.5% dels casos de MPI en menors de 18 anys fou causat per serotips
inclosos en la vacuna conjugada 13-valent.

3.4. El 44.9% dels casos (n=66) fou causat per serotips amb alt potencial invasiu.

3.5. El 15.6% dels pacients (n=23) tenien un genotip MBL2 associat a deficit séric de

MBL.

Relacio clinica, microbiologia i immunologia

4.1. S’observa una proporcié major de genotips MBL2 associats a deficit séric de
MBL en pacients amb meningitis respecte a la resta de formes cliniques (33.3%
vs 14.1%, p=0.19).

4.2. S’observa una proporcié major de genotips MBL2 associats a deficit seric de
MBL en menors de 2 anys en comparacié a altres edats (31.0% vs 11.9%, p=

0.03). No s’observen diferéencies significatives entre el genotip MBL2 en
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4.3.

comparacido amb el sexe, étnia, admissid a la unitat de cures intensives o
invasivitat del pneumococ.

En els menors de 2 anys amb genotips MBL2 associats a déficit séric de MBL
s’observen proporcions significatives majors de MPI causada per serotips
oportunistes (46.2% vs 13.2%, p=0.02), formes cliniques de meningitis (42.9%
vs 20.9, p=0.84), necessitat d’ingrés a UCIP (40.0% vs 6.7%, p=0.12) i étnia

caucasica (36.8% vs 9.9%, p=0.01) en comparacio als majors de 2 anys.
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Abstract

Objectives

The objective of this study was to evaluate to evaluate the role of mannose-binding-
lectin deficient genotypes in pneumococcal meningitis (PM) in children.

Methods

We performed a 16-year retrospective study (January 2001 to March 2016) including
patients 18 years with PM. Variables including attack rate of pneumococcal serotype
(high or low invasive capacity) and MBL2 genotypes associated with low serum MBL
levels were recorded.

Results

Forty-eight patients were included in the study. Median age was 18.5 months and 17/48 epi-
sodes (35.4%) occurred in children 12 months old. Serotypes with high-invasive disease
potential were identified in 15/48 episodes (31.2%). MBL2 deficient genotypes accounted for
18.8% (9/48). Children 12 months old had a 7-fold risk (95% CI: 1.6+29.9; p < 0.01) of having
a MBL2 deficient genotype in comparison to those > 12 months old. A sub-analysis of patients
by age group revealed significant proportions of carriers of MBL2 deficient geno-types among
those 12 months old with PM caused by opportunistic serotypes (54.5%), admitted to the
PICU (Pediatric Intensive Care Unit) (46.7%) and of White ethnicity (35.7%). These
proportions were significantly higher than in older children (all p<0.05).
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Conclusions

Our results suggest that differences in MBL2 genotype in children 12 months old
affects susceptibility to PM, and it may have an important role in the episodes caused
by non-high invasive disease potential serotypes.

Introduction

Streptococcus pneumoniae remains a serious health problem and a leading cause of life-
threat-ening invasive infection in young children. More than 14 million cases of pneumococcal
disease occur annually in children aged < 5 years with a mortality rate over 5% [1]. S.
pneumo-niae is the main cause of bacterial meningitis in children beyond the neonatal period
[1]. The morbility and case-fatality ratio for pneumococcal meningitis is high. The average
global pneu-mococcal meningitis case-fatality ratio has been estimated to be 59%° [1].
Children are often colonized with S. pneumoniae in the nasopharynx. Capsular polysaccha-
rides are the main virulence factors of pneumococci. There are more than 95 different
capsular types (serotypes) but not all have the same ability to invade and cause disease.
Some S. pneumo-niae serotypes are considered to have a low-invasive capacity to cause
disease and are often found in carriers. They are common colonizers specially in children < 2
years and have more temporal opportunity for invasion in this age range. They are also called
aopportunistic sero-types® [2,3]. In contrast, serotypes with a high-invasive capacity to cause
disease are seldom detected in carriers but they are an important cause of invasive disease
specially in older chil-dren [4,5]. Serotypes are classified according to the studies of
Brueggemann [4] Sleeman [5] and del Amo [6]: 1, 4, 5, 7F, 8, 9V, 12F, 14, 18C and 19A are
considered to have a high-attack rate or highly-invasive serotypes whereas the remainder are
considered as low-attack rate or non-highly-invasive or opportunistic serotypes. These highly-
invasive serotypes are generally included in the pneumococcal vaccines (PCV13 or PPSV23).
The complex interaction between impaired host immune factors and virulence determi-nants of the
pneumococcus plays a role in the development of invasive pneumococcal disease (IPD) [7].
Components of the host innate immune response are important first-line defense factors against
infections in young children since the adaptive response is still developing and often altered with
reduced antibody response and of shorter persistence [8]. Mannose-binding lectin (MBL) is a
proinflammatory protein of the innate immune system involved in comple-ment activation via the
lectin pathway and it provides immediate host defense against infection

[9]. Current knowledge holds that MBL serum levels largely depend on the MBL2 genotype
[10+12]. MBL has the capacity of activating the complement cascade independent of
antibody response [9] and its plasma concentration is genetically determined [13,14]. S.
pneumoniae shows low to intermediate MBL binding capacity and MBL-deficiency has been
associated with a 5-fold increased risk of death due to pneumococcal disease [15].

Evidence supports MBL-deficiency as a risk factor for developing IPD [9], higher risk of
developing severe respiratory complications in neonates and young children [16], higher bac-
terial loads during meningococcal sepsis in young children [17], and increased risk for higher
frequency and duration of infectious complications in children with malignancies [18]. How-
ever, its role in host defense to pneumococcus remains a matter of debate. It has been
consid-ered to predispose to IPD for some authors, while others have discarded it [9,19,20].
The objective of the present study is to evaluate PM susceptibility in pediatric patients con-sidering
the major virulence factor of pneumococci, capsular type and the genetic variation
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within the MBL2 gene as an important host immune factor. This information could
be useful for designing preventive strategies on children based on previous
analysis of host-pathogen interactions.

Materials and methods
Setting, population and design

The Pediatric Pneumococcal Surveillance Study Group based at Hospital Sant Joan de Deu
(Barcelona) has been prospectively collecting epidemiological, clinical and analytical data
from children with IPD since 1988. In this retrospective observational study we included
patients 18 years of age with community acquired PM from our database between 1 January
2001 and 31 March 2016 (conjugated vaccine era). Children were classified in <12 months of
age and >12 months of age. PM was defined as an S. pneumoniae positive cerebrospinal
fluid (CSF) culture and/or S. pneumoniae DNA detection in CSF.

Microbiologic methods

Pneumococcal isolates were identified and serotyped using standard methods in the
molecular microbiology department at Hospital Sant Joan de Deu. DNA detection of
pneumolysin (ply) and LytA gene by Real-Time PCR (polymerase chain reaction) in

CSF was performed according to previously reported assays [21+24].

Serotypes were classified according to published scientific assays [416]: 1, 4, 5, 7F,
8,9V, 12F, 14, 18C and 19A were considered as high-attack rate or highly-invasive
serotypes whereas the remainder were considered as low-attack rate or non-highly-
invasive or opportunistic serotypes.

MBL2 polymorphism analysis

DNA extraction, amplification and genotyping of MBL2 were carried out as previously
described [25]. Six single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the 5'-flanking/promoter
region (-550 G/C -221 C/G, 4 C/T) and the exon 1 (codon 52 CGT/TGT, codon 54
GGC/GAC and codon 57 GGA/GAA) of the MBL2 gene were analyzed using a PCR and
Sequence-Based Typing (SBT) technique. The D, B and C variants at codons 52, 54 and
57, respectively, are major determinants of low serum MBL levels [13]. As previously
described by Ali YM et al [20], these variants are collectively named O, while A indicates
the wild-type variant at all those codons. The SNPs at positions +551 [H/L], -221 (X/L)
and +4 (P/Q) also influence serum MBL levels in individuals with the wild-type A variant.
However, the functional effects of H/L and P/Q SNPs appear to be minor compared to
L/X, X being the allele associated with lower MBL expression. Accordingly, MBL serum
concentrations can be divided into the fol-lowing 3 genotype groups: high (A/A, A/XA),
intermediate (XA/XA, A/O) and low (XA/O, O/0O).

Data collection and exclusion criteria

Clinical information of patients was extracted from medical records and recorded on a
stan-dardized case report form that included demographics, clinical presentation,
laboratory results, neuroimaging findings, management, complications and neurological
sequelae. Chil-dren with functional deficit of classical or alternative pathways of
complement activation were excluded from the study, as well as patients with
immunocompromised conditions (human immunodeficiency virus infection,
immunoglobulin deficits), cystic fibrosis, bronchiectasis or cerebrospinal leak.
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Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistical Package for Social Sciences Software
(IBM SPSS1 22 version). Descriptive statistics was used to characterize the study
population. The x2 test and Fisher exact test were used to compare categorical variables.
Continuous non-nor-mally distributed variables were described in terms of median value
with interquartile range (IQR, 25th percentile - 75th percentile) and compared using

Mann-Whitney U test. Risk associ-ations are presented as relative risk with 95%
confidence intervals. A 2-tailed P value <0.05 was considered statistically significant.

Data confidentiality and ethical aspects

All information collected was treated as confidential in strict observance of legislation. The
study was approved by the Ethics Committee of Hospital Sant Joan de Deu (Permit
Number: CEIC PIC 98+13) and conducted according to the principles expressed in the
Declaration of Helsinki. All subjects and their legal representatives included in the study
received detailed information about the aims of the study prior to recruitment. Written
informed consent was obtained from all patients/legal representatives.

Results
Characteristics of the study population

A total of 821 IPD episodes occurred during the study period; 104 PM episodes (12.7%) were
identified among 93 children (29/93, 27.9% were <12 months). 12/104 episodes (11.5%) were
excluded due to exclusion criteria [cerebrospinal leak]; 33/104 episodes (31.7%) refused to par-
ticipate in the study. 8/104 children (7.7%) died due to the infection. All of the patients who died but
one were under 2 years of age. They were mainly male (75%). The pneumococcal strain was
serotyped in 5 of the patients (4/5 were opportunistic serotypes). Among those that were serotyped,
all but one are included in the 13v pneumococcal vaccine. No MBL genotypes were available for
those patients. Thus, the final study sample comprised 48 episodes with PM.

There was a predominance of males (29/48; 60.4%). The predominant ethnic group was
White (43/48; 89.6%). Median age was 18.5 months (IQR, 7.2+54.2) and 17/48 episodes
(35.4%) occurred in children 12 months old. There was a median LOS of 17 days (IQR, 13+
24). In 43/48 episodes (89.6%) admission to the Pediatric Intensive Care Unit (PICU) was
required. Only 15/48 patients (31.2%) had previously been completely vaccinated (10 with

PCV7 and 5 with PCV13); 31/48 (64.6%) suffered sequelae (such as motor impairment,
sei-zures, psychomotor retardation, hearing loss or loss of vision). Table 1 shows
demographic, clinical and microbiological variables of patients according to age category.

Diagnosis and serotyping

Among all episodes, 35.4% (17/48) were confirmed only by PCR, 20.8% (10/48) by culture and
43.8% (21/48) by both PCR and culture. No patient was positive for any other bacteria other than
S.pneumoniae in CSF or blood cultures or PCR analysis. Capsular serotypes were available for all
PM cases. Serotypes 19A, 19F and 3 were the most frequent serotypes and accounted for about
31.2% of the infections (19A, n = 5/48; 19F, n = 5/48 and 3, n = 5/48). Serotypes with high-invasive
capacity were identified in 15/48 episodes (31.2%). The currently used PCV13 vaccine would have
covered 62.5% of serotypes that caused PM (30 out of 48 episodes). Geno-type of MBL2 gene was
available for all 48 patients. Deficient-MBL associated genotypes accounted for 18.8% (9/48). Table
2 provides an overview of haplotype frequencies.
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Table 1. Demographic, clinical and microbiological variables of patients according to age category.

Characteristics 12 months >12 months 'Total p-value
Subjects 17 31 48

Male 12 (70.6) 17(54.8) 29 (60.4) 0.29
White Ethnicity 14 (82.3) 29(93.5) 43 (89.6) 0.22
PICU admission 15 (88.2) 28(90.3) 43 (89.6) 0.82
LOS days [IC95%] 20.8 (15.4+26.1) 25.2 (9.4+41.2) 0.75
Sequelae 8 (47.1) 23(74.2) 31 (64.6) 0.06
Non-vaccinated according to age 11 (64.7) 22(71.0) 33 (68.8) 0.65
PM caused by low invasive serotypes 11 (64.7) 22(71.0) 33 (68.7) 0.65
PCV13 serotypes 10 (58.8) 20(64.5) 30 (62.5) 0.70
MBL2 de®cient genotypes 7 (41.2) 2(6.4) 9 (18.7) | 0.03

PICU, pediatric intensive care unit; LOS, length of stay; PM, pneumococcal meningitis; PCV13, 13-valent pneumococcal vaccine; MBL, mannose-
binding-lectin
Signi®cant values in bold numbers

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178377.t001

Median age in patients with MBL2 deficient genotypes was 8.0 months (IQR 4.0+15.5) com-pared to 44.5 months (IQR 10.0+67.0) in
patients with MBL2 non-deficient genotypes (p = 0.01). Children 12 months old had a 7-fold risk of having a low-MBL genotype in
compari-son to those > 12 months old (Relative-Risk = 7.00 (95% CI: 1.6+29.9; p < 0.01). A sub-analy-sis of patients by age category
(considering children's age at the cut-off value of 12 months old) revealed significant proportions of carriers of MBL2 deficient
genotypes among those 12 months old with PM caused by opportunistic serotypes (54.5%, 6/11), admitted to the PICU (46.7%, 7/15)
and of white ethnicity (35.7%, 5/14). These proportions were significantly higher than in older children (p < 0.05) (Table 3).

MBL2 deficient genotypes were not found to be significantly associated with sex, ethnicity, serotype invasiveness, PICU admission,

vaccination status or clinical course variables. Data regarding associations between variables and MBL2 genotypes are presented in Table 4.

Discussion

This study highlights the relationship between genetically determined MBL deficiency and the increased risk of pneumococcal
meningitis in children younger than 12 months old, especially by serotypes with low invasive capacity or opportunistic serotypes.
Susceptibility to IPD is higher in younger children [1,2]. Children under 2 years of age rely on their innate immune response to
overcome infections, which is critical to avoid the spread of nasopharyngeal colonizing organisms into sterile human body sites [8]. MBL
is a circulating

Table 2. Overview of haplotypes frequencies in children with pneumococcal meningitis.

oter vy YX XX
Exon
AA A/A n =15 (31.3%) AIXAn=10(20.8%) |XA/XA n = 4 (8.3%)
AO A/O n =10 (20.8%)
00

MBL serum concentrations were divided into the following 3 groups: normal (A/A, A/XA), intermediate (XA/ XA, A/O) and de®cient (XA/O, O/O).
Mannose-binding-lectin (MBL) protein expression: white: normal; light grey: intermediate; dark grey: defective.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178377.t002
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Table 3. Variable frequencies according to age group and MBL2 genotype.

Age group 12 Age group > 12

months months
Variables Total number of Patients with MBL2 de®cient Total number of Patients with MBL2 de®cient p-

patients genotypes patients genotypes value*
Serotype invasiveness
Opportunistic serotype 11 6 (54.5%) 22 1 (4.55%) <0.01
High invasiveness 6 1 (16.6%) 9 1(11.1%) 0.76
White ethnicity 14 5 (35.7%) 29 2 (6.9%) 0.02
Clinical course with 8 3 (37.5%) 23 2 (8.7%) 0.06
sequelae
PICU admission 15 7 (46.7%) 28 2 (7.1%) <0.01

Signi®cant values in bold numbers.
MBL, mannose-binding-lectin; PICU, pediatric intensive care unit.
* Proportions between groups were compared using Pearson Chi-square test or Fisher's exact test when appropriate

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178377.t003

protein of the innate immune system and its deficiency has been reported to predispose to IPD

[9]. A previous study of our group suggested that a genetically determined low-MBL produc-tion could be associated with IPD when
disease occurs in children under 2 years of age [24]. In the present study, we also found a significantly higher proportion of MBL2
deficient genotypes among children 12 months with PM. The frequency of MBL2 deficient genotypes was signif-icantly higher in
children 12 months of age in comparison to older patients (41.1% vs 6.2%), whereas the overall MBL2 deficient genotypes prevalence
in adults from our setting is around 10+15% [26]. These data suggest that children with MBL2 deficient genotypes are at higher risk of
PM in their first year of life. This is in agreement with Brouwer et al report on associa-tion of low-producing MBL2 genotypes and
increased risk of PM [27].

On the other hand, IPD in children is often caused by serotypes with low invasive disease potential [3], as we report in our series (68.8% of the
PM were caused by opportunistic sero-types). Considering only the episodes caused by opportunistic serotypes, we observed that the
proportion of individuals with MBL2 deficient genotypes was higher in children 12 months old than in older ones. Nevertheless, this finding was
not observed in those children with PM caused by high-invasive disease potential. In our opinion, this suggests that low invasive capac-ity
serotypes may have more opportunities to cause invasive disease in young children with MBL2 deficient genotypes as their immunity relies
specifically in the innate immune system. In our previous study, the frequency of MBL2 deficient genotypes was especially high in

Table 4. Variable frequencies according to MBL2 genotype.

Variables Patients with MBL2 de®cient genotypes |Patients with MBL2 non-de®cient genotypes | p value
Age [months], IQR 8.0 (4.0£15.5) 44.5 (10.0+67.0) 0.01
Female 5 (55.6) 14 (35.9) 0.27
White ethnicity 7(77.8) 36 (92.3) 0.19
PICU admission 9 (100) 34 (87.2) 0.25
LOS days (SD) 26.56 (+24.79) 20.28 (+13.27) 0.29
Clinical Course with sequelae 5 (55.6) 26 (66.7) 0.53
Non-high invasiveness / opportunistic serotype 7 (77.8) 26 (66.7) 0.51
Data are presented as n (%). IQR (interquartile range)

Signi®cant values in bold numbers

PICU, pediatric intensive care unit; LOS, length of stay; SD, standard deviation

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178377.t004
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younger children with IPD caused by opportunistic serotypes too [24]. At this point, it
is important to underline that 13-valent conjugated vaccine would have protected
against the main serotypes causing PM in our series, achieving protective antibody
titers with prompt vac-cination schedules [28].

A potential limitation in this study could be the assumption that patients were healthy prior to
meningitis. Some of the children might have unidentified immunodeficiency or other chronic
diseases that had not been diagnosed at the time of meningitis. However we have tried to
lower this bias through the exclusion criteria and long follow-up. Secondly, the role of other
protein receptors such as ficolins, pentraxins or salivary agglutinin/gp340/DMBTI known to be
involved in the innate immune system response to S. pneumonia has not been studied [29].
Third, we did not analyze other factors that may be involved in the set from colonization to
disease and, in particular, the role of co-infection with respiratory viruses [30,31]. Fourth, if
the sample size was larger the difference between the conditions compared could be
measured with greater confidence. However, this is harder to achieve in pediatric studies.

In conclusion, the importance of MBL in susceptibility to infection is largely discussed and
remains controversial [9,19,20,32], but our results suggest that genetic variation in the MBL2
gene could affect the susceptibility to PM in children 12 months old, and it may have a more
important role in the episodes caused by non-high invasive disease potential serotypes. This
association suggests that the risk of IPD cannot only be assessed by clinical, epidemiological
or microbiological factors but also by the immune characteristics of the youngest hosts. In this
regard, the conceptual framework known as PIRO (predisposition, infection characteristics,
host response and organ dysfunction) [33] could be a tool not only for understanding the
physiopathology of meningitis but also for helping to better the prognosis and be able to
design appropriate interventions and evaluate the impact that they represent. We believe that
know-ing what factors are most important for morbidity and mortality in our patients may help
to stratify risk and improve the use of health resources. Children with the risk factors noted
above may be more aggressively monitored and treated and preventive strategies, such as
early vaccination, strongly recommended.
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Resum del segon article:

Es tracta d’un estudi observacional retrospectiu on s’inclouen tots els pacients menors
de 18 anys diagnosticats de meningitis pneumococcica adquirida en la comunitat a
I’'Hospital Sant Joan de Déu en el periode compres entre I'1 de gener de 2001 i el 31 de
mar¢ de 2016 (periode de comercialitzaci6 de les vacunes conjugades
antipneumococciques). Es van recollir dades demografiques i variables cliniques
incloent edat, sexe, étnia, factors de risc per a MPI i estat de vacunacid. També es van
recollir dades referents a forma clinica de presentacid, evolucié de la infeccid i
seqleles, troballes de neuroimatge, ingrés a unitat de cures intensives i temps
d’estada hospitalaria. Es va realitzar la prova de deteccié del pneumococ en liquid
cefaloraquidi mitjancant cultiu i/o deteccié d’ADN especific. Tots els pneumococ es van
serotipar mitjancant técniques de microbiologia molecular i/o Quellung. Es va
determinar el genotip de MBL2 en tots els pacients inclosos. Es van excloure tots
aquells pacients amb déficit congenit o adquirit del complement aixi com patologies
que cursen amb immunosupressid (infecciéd per VIH, déficits d’immunoglobulines),

fibrosi quistica, bronquiéctasis o fistules de liquid cefaloraquidi.

Els resultats d’aquest segon estudi son:

1. Caracteristiques epidemiologiques:

1.1. Durant el periode d’estudi es diagnostiquen 821 episodis de MPI dels quals

104 (12.7%) corresponen a meningitis pneumococcica, identificada en 93 nens
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1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

(29/93, 27.9% foren menors de 12 mesos). La resta sén episodis recurrents en
els mateixos nens.

Es van excloure 12/104 episodis (11.5%) per criteris d’exclusid (fistules de
liquid cefaloraquidi). 33/104 (31.7%) van rebutjar participar en I'estudi.

8/104 (7.7%) van morir a consequéncia de la infeccié. Tots els pacients éxitus,
excepte un, eren menors de 2 anys i el 75% eren homes. La majoria dels
serotips causants de la infeccid en aquest grup de pacients eren oportunistes.
Es van incloure finalment un total de 48 episodis a I’estudi. El 60.4% (n=29)
eren homes i el 89.6% (n=43) eren d’étnia caucasica. L'edat mitjana fou de
18.5 mesos (RIQ 7.2-54.2). El 35.4% dels episodis va ocdrrer en menors de 12
mesos. El 64.6% dels pacients (n=31) va presentar seqlieles a causa de la
infeccié (deficit motor, convulsions, retras psicomotor, pérdua d’audicié o
visid).

Només el 31.2% dels pacients inclosos (n=15) havien rebut vacunacid
antipneumococcica (10 amb PCV7 i 5 amb PCV13).

El 64.6% dels nens (31/48) van presentar sequeles tals com alteracions

motores, convulsions, retard psicomotor, perdua d’audicid o visid.

Perfil microbiologic i immunologic

2.1.

2.2.

El 35.4% (n=17) dels episodis es va confirmar mitjancant PCR, el 20.8% (n=10)
es va confirmar amb cultius i el 43.8% restant (n=21) amb ambdds métodes.
No es van detectar coinfeccions bacterianes.

Els serotips més freqlients foren el 19A, el 19F i el 3. Representen tots ells el

31.2% de les infeccions.
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2.3.

2.4,

2.5.

El 62.5% dels casos de meningitis pneumococcica fou causat per serotips
inclosos en la vacuna conjugada 13-valent.

El 31.2% dels casos (n=15) fou causat per serotips amb alt potencial invasiu.

El 18.8% dels pacients (n=9) tenien un genotip MBL2 associat a déficit séric de

MBL.

Relacid clinica, microbiologia i immunologia

3.1.

3.2

Els nens menors de 12 mesos tenen un risc relatiu 7 vegades major de tenir un
genotip MBL2 associat a deéficit séric de MBL en comparacié als majors de 12
mesos (RR 7.00, 95% Cl:1.6-29.9; p<0.01).

S’observen proporcions significatives de portadors de genotips MBL2 associats
a deficit séric de MBL en els menors de 12 mesos amb meningitis causada per
serotips oportunistes (54.5% vs 4.55%), etnia caucasica (35.7% vs 5.9%) i
admesos a la unitat de cures intensives (46.7% vs 7.1%) en relacié als majors

de 12 mesos.
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5. DISCUSSIO
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5. Discussio

5.1. Epidemiologia.

La susceptibilitat a la MPI s’ha relacionat amb I'edat i, de forma especial, els primers
anys de vida sén un dels periodes amb major risc per desenvolupar la malaltia (26,79).
La major incidencia de MPI té lloc durant els primers anys de vida amb un pic
d’incidencia entre els 6 i 11 mesos d’edat (78). La incidencia de MPI és especialment
elevada en nens menors de 2 anys. En els ambdds estudis que componen aquesta tesi
es confirma aquesta prevalenga. En el primer estudi observem que el 69.4% de casos
MPI ocorre en edat pediatrica amb una edat mitjana de 2.9 anys (RIQ 1.7-5.3 anys). En
el segon estudi observem que el 27.9% de casos de meningitis pneumococcia ocorre
en menors de 12 mesos.

En la majoria d’estudis publicats la MPI és més prevalent en nens que en nenes. En el
primer estudi observem que el 57.8% de casos de MPI va océrrer en nens. El 75% de

casos de meningitis pneumococcica va ocorrer en pacients de sexe masculi.

5.1.1. Impacte de la vacunacio antipneumococcica

La introduccid de la vacunacié antipneumococcica ha tingut un impacte directe en la
epidemiologia i la morbimortalitat causada per la MPI i també ha provocat un recanvi
en els serotips causants de malaltia. No obstant en el nostre medi, I'impacte de la

vacunacié antipneumococcica ha estat diferent als Estats Units ja que aquesta no ha
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estat universal. La vacunacié antipneumococcica PCV7 es va introduir a Espanya I'any
2001 i PCV10 i PCV13 al 2009. La vacunacié antipneumococcica no fou subvencionada
de forma publica a Catalunya fins als juliol de 2016 (a excepcid dels grups de risc).
Aquest fet provoca una elevada variabilitat en les cobertures vacunals ja que depén del
poder adquisitiu dels pares (la vacuna no rep financament public), de la indicacié del
pediatre i de I'acceptacié de la vacunacid per part dels pares. S’estima que la cobertura
vacunal antipneumococcica a la nostra area geografica es situava entre el 30 i 50%
abans del 2010 (95), i al voltant del 64% en els menors de 2 anys en el periode 2011-
2015 (96). En els dos estudis que componen aquesta tesi les taxes de vacunacié
antipneumococcica han estat baixes en els pacients diagnosticats de MPI: 30.6% en el
primer i 31.2% en el segon.

Aix0 es reflecteix en el perfil de serotips causants de malaltia en els nostres estudis.
Malgrat que ha Catalunya hi ha hagut una reduccio significativa de la MPI causada per
serotips inclosos a PCV7 inicialment i PCV10 i PCV13 posteriorment i un augment
proporcional de la MPI per serotips no vacunals (99-101,104,105,118), la MPI causada
per serotips vacunals continua essent important probablement a causa de cobertures
vacunals baixes. En el primer estudi, el 72.5% dels casos fou secundari a serotips
inclosos en la vacunacio 13 valent, especialment en els menors de 2 anys on aquesta
xifra s’eleva fins al 75.9%. Els serotips més freqiients aillats en aquest estudi foren I'1,
el 3, el 7F i el 19A. En el segon estudi, el 62.5% dels casos de meningitis pneumococcica
fou causat per serotips vacunals i els serotips més freqlients foren 3, 19A i 19F.

Aquest recanvi de serotips induit per la vacunacié ha estat publicat en la literatura on
s’observen diferencies entre els Estats Units i Europa. Als Estats Units s’estima que la

MPI causada per serotips no vacunals abans de la introduccié de la PCV7 representava
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el 17% del total de casos en comparacid al 88% després de la introduccié de la
vacunacid. Després de la introduccid de PCV7, els principals serotips no vacunals
causants de MPI als Estats Units foren 3, 7F i 19A que englobaven el 95% de casos de
MPI (78). A Catalunya els principals serotips no vacunals causants de MPI foren 19Ai 1
(104,105). La proporcié de serotips no vacunals causants de MPI a Catalunya
s’estimava de 68.4% al 2007 (100) i 87% al 2009 (101).

Amb la introduccié de PCV10 i PCV13 a Catalunya es va observar un descens global de
MPI causada per serotips vacunals de PCV13, especialment de serotips 19A i 7F.
Aquest descens no es va observar en els serotips 3 i 14 (96,106) que continuen essent
prevalents. La situacié epidemiologica és diferent als Estats Units on la introduccié de
PCV13 es relaciona amb un descens global en la incidencia de MPI i especialment
d’aquella causada per serotips vacunals de PCV13. Actualment els principals serotips
causants de MPI als Estats Units en els menors de 5 anys sén 22F (11%), 33F (10%), 38
(9%) i 35B (8%). A més, no s’ha identificat un augment significatiu de la incidéncia de
MPI causada per serotips no vacunals en els menors de 5 anys (88,89).

La introduccid de la vacunacio en I'edat pediatrica també ha tingut un impacte en la
morbimortalitat de la MPI. Aquest fet podria estar relacionat amb el perfil d’invasivitat
de les soques de pneumococ causant de malaltia. Les soques considerades d’alt
potencial invasiu s’associen habitualment a patologia de curs més benigne i sén les que
estan incloses en la vacunacié 13 valent. Les soques de baix potencial invasiu
s’associen a patologia més agressiva i amb major mortalitat. Els estudis que componen
aquesta tesi no tenen per objectiu avaluar I'impacte vacunal en la morbimortalitat

associada a MPI. No obstant, si mostren el fet que formes de MPI de curs clinic més
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agressiu, com la meningitis pneumococcica, presenten proporcions més elevades de

serotips de baix potencial invasiu.

5.2. Factors de risc per desenvolupar MPI

La American Academy of Pediatrics (AAP) i el Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) han definit els factors de risc altament associats a MPI (57,58) i amb
forta evidéncia a la literatura: factors demografics (menors de 2 anys o majors de 65
anys), factors immunologics (asplénia o hiposplénia, defectes de la immunitat humoral:
complement o immunoglobulines), malalties croniques (diabetis mellitus, infeccid per
VIH), factors infecciosos (antecedent d’infeccié per influenza, colonitzacié recent per
soca virulent) i alcoholisme. Existeixen altres factors probablement associats a MPI
(sexe masculi, raca negra o natius d’Alaska, polimorfismes genétics, pobresa,
tabaquisme, malaltia pulmonar o hepatica cronica) i possiblement associats a MPI
(exposicio recent a antibiotics, defectes de la immunitat cel-lular o dels neutrofils,
reflex tussigen disminuit, assisténcia a guarderia) que s’han comentat préeviament a la
introduccid. La Asociacion Espafiola de Pediatria enumera també els factors de risc
basant-se en I’AAP i el CDC i els classifica de la seglient manera: defectes no
immunologics (fractura base del crani, fistula LCR, implants coclears, insuficiencia
cardiaca, sindrome nefrotica), defectes de fagocitosi (neutropénia, asplénia), defectes
del sistema immunologic (immunodeficiencia primaria o secundaria, defectes del
complement) i malalties croniques (neoplasies, cirrosis, diabetis mellitus, alcoholisme,

insuficiéncia renal) (76,77).
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En el nostre estudi, per tal de reduir I'impacte d’aquests factors de risc coneguts,
especialment la preséncia de patologia médica cronica, es van establir els criteris
d’exclusié previament comentats. Ja hem comentat en I'apartat epidemiologic que la
MPI és més freqlient en edat pediatrica, especialment en els menors de dos anys, aixi
com també en el sexe masculi. Les troballes es corresponen amb els resultats
d’ambdds estudis d’aquesta tesi.

El risc de MPI també s’ha relacionat amb la presencia d’infeccions respiratories virals,
especialment pel virus de la grip. Les infeccions virals augmenten I'expressioé en la
superficie de les cel-lules epitelials de I'aparell respiratori de receptors de pneumococ
que poden facilitar la invasié (74,75). No s’ha estudiat en cap dels estudis d’aquesta
tesi la coinfeccié viral. No obstant, es tracta d’una hipotesi etiopatologica molt

interessant per desenvolupar en el futur.

5.3 Invasivitat del pneumococ i formes cliniques de MPI

Tal i com hem comentat anteriorment en aquesta tesi, el pneumococ pot colonitzar la
via aeria dels pacients. Aquest fet és especialment tipic en nens, sobretot en els
menors de 5 anys on les taxes de colonitzacio poden arribar al 75% i disminueixen amb
I’edat situant-se en el 25% en els adolescents i al voltant del 5% en els adults (7,8). Les
soques de pneumococ poden colonitzar la via respiratoria sense provocar cap altre
efecte i la duracié de la colonitzacié és generalment especifica del serotip (10). Tal com
s’ha comentat previament, existeix un grup de pneumococs amb alta capacitat invasiva

i generalment responsables de patologia clinica menys severa i un altre grup que
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desenvolupa una colonitzacié persistent perd amb baixa capacitat per la invasié dels
teixits pero responsables de quadres clinics greus.

En els articles de la nostra tesi es pot observar que els serotips predominants en el
primer article sén aquells amb alt potencial invasiu (1, 19A i 7F), responsables de
pneumonies i bacteriemies (que son els diagnostics més freqlients). En el segon article
s’observa que els serotips més freqlientment responsables de meningitis bacteriana
sén 3, 19A i 19F. Els dos periodes no sdn comparables ja que el primer article estudia
tres anys concrets dins I'era vacunal mentre que el segon article inclou un periode
prevacunal.

No obstant, existeixen articles que analitzen [I'associacié entre mortalitat,
manifestacions cliniques i evolucié de la infeccié causada per serotips d’alt potencial
invasiu en contraposicidé als oportunistes. Les conclusions mostren que els factors
propis de I’hoste sén millors predictors de morbimortalitat en la MPI que I'invasivitat
associada al serotip (32). Aixi, el risc que un serotip oportunista causi malaltia i/o cursi
amb pitjor evolucid/seqleles es relaciona amb més evidéncia amb una resposta

immunologica de I’hoste alterada que amb factors patogenics propis de la soca.

5.4 Genotips MBL2 associats a deficit seric de MBL i malaltia pneumococcica invasiva

El sistema immunologic innat actua com una primera barrera defensiva que és critica
per evitar el pas dels colonitzadors de la nasofaringe cap al torrent circulatori i els
liquids estérils abans que s’inicii la resposta limfocitaria i d’anticossos especifics (182).
La resposta immunitaria innata és extremadament important durant la primera

infancia ja que la resposta adaptativa encara es troba en procés de desenvolupament i
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maduracio i la creacié d’anticossos sol ser reduida i de curta duracié (47). Per tots
aquests motius, la lluita contra les infeccions en els primers anys de vida depén en gran
part del sistema immunologic innat.

Dins de les troballes del primer estudi, destaca que els menors de 2 anys amb MPI
presenten una proporcié significativament major de genotips associats a déficit de
MBL. A més a més, la freqiiencia d’aquests genotips fou especialment alta (46.2%) en
infants amb MPI causada per serotips oportunistes. Aquests resultats suggereixen que
els pneumococs colonitzadors de la nasofaringe tenen més possibilitat de provocar
malaltia invasiva en infants amb déficit genétic de MBL. En canvi, en els casos que la
MPI fou causada per serotips d’alt potencial invasiu, no es detecta una proporcid
major de portadors de genotips associats a deficit de MBL en els menors de 2 anys en
comparacié amb altres grups d’edat. Els serotips amb alt potencial invasiu no solen ser
colonitzadors de la nasofaringe i els seus factors de viruléncia s’han associat a la
produccié de pleuropneumonia o altres manifestacions cliniques de MPI (183). Aquests
resultats suggereixen que els factors microbiologics juguen un paper important en la
MPI per serotips d’alt potencial invasiu, independentment de la qualitat de la resposta
immunologica, i en contraposicié al que ocorre amb la MPI per serotips oportunistes.
Les nostres troballes relacionen el déficit de MBL amb el risc de MPI en els nens
menors de 2 anys. Els resultats sén semblants als estudis realitzats en ratolins amb
aquesta mateixa hipotesi (184). A més a més, existeixen més estudis que relacionen el
deficit de MBL amb altres malalties infeccioses pediatriques. S’han publicat estudis que
relacionen un pitjor curs clinic de la infeccié pel VIH en menors de 2 anys amb el deficit
de MBL (185), major freqtiencia i duracié de les complicacions infeccioses en nens amb

processos oncologics (174) o el risc d’insuficiéncia respiratoria en nens de 6 a 17 mesos

93 DOCTORAND: Carles, BAUTISTAR



de vida amb processos infecciosos (186). No obstant, també s’han publicat estudis que
mostren un major déficit genétic de MBL en poblacions de prematurs (187) o d’adults
de la nostra zona geografica (164) sense que aix0 comporti un major nombre de

processos infecciosos.

5.4.1 Genotips MBL2 associats a déficit seric de MBL i meningitis pneumococcica

El segon estudi posa de manifest la relacié entre el déficit de MBL determinat
geneticament i el major risc de meningitis pneumococcica en els nens menors de 12
mesos, especialment per serotips de baix potencial invasiu o oportunistes.

Previament, en el primer estudi s’observa que els nens amb meningitis pneumocodccica
presenten una proporcid major de genotips associats a deficit de MBL (42.9%) en
comparacio amb nens majors. Aquests resultats estan en consonancia amb altres
estudis que mostren una associacid entre deficit de MBL i major risc de meningitis
pneumococcica (188). D’aquest punt sorgeix la hipotesi que el déficit de MBL es pot
relacionar amb una pitjor evolucid clinica i es dissenya un segon estudi per avaluar la
relacio entre els genotips associats a deficit de MBL i la meningitis pneumococcica en
infants. El segon estudi conclou que la proporcioé de portadors de genotips associats a
deficit de MBL fou significativament major en els menors de 12 mesos amb MP en
comparacido amb nens majors (41.1% vs 6.2%), mentre que la prevalenga global de
deficit de MBL en els adults del nostre entorn se situa al voltant del 10-15% (179).
Aqguests resultats suggereixen que els nens amb deéficit de MBL determinat
geneticament tenen més risc de patir meningitis pneumococcica en el seu primer any

de vida. Aquests resultats concorden amb el que publica Brouwer (Paisos Baixos), que
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conclou que existeix una associacié entre el genotips associats a déeficit de MBL i el risc
de meningitis pneumococcica (188).

Tal i com es menciona préviament, la MPI en la infancia sovint és causada per serotips
amb baix potencial invasiu (3). En el segon estudi observem que el 68.8% de les MP
foren causades per serotips oportunistes. Concretament, si considerem Unicament els
episodis causats per serotips oportunistes, observem que la proporcié d’individus amb
genotips associats a deficit de MBL és significativament major en nens < 12 mesos en
comparaciéo amb nens majors. Contrariament, aquesta troballa no s’observa en aquells
casos de MP causada per serotips d’alt potencial invasiu. Aquest fet suggereix, en linia
amb les troballes del primer article, que els serotips de pneumococ que colonitzen la
nasofaringe podrien tenir més oportunitats de provocar malaltia invasiva en infants
amb genotips associats a déficit de MBL ja que la seva resposta immunologica depén
especificament del sistema immunologic innat. En el primer article, la freqliencia de
genotips associats a déficit de MBL també fou especialment elevada en infants amb
MPI causada per serotips oportunistes. Cal remarcar que la vacuna antipneumococcica
conjugada 13-valent hauria de protegir contra la majoria de serotips causants de MP
de la nostra seérie si s’adquireixen nivells adequats d’anticossos mitjancant pautes de

vacunacio ajustades (81).

5.5 Limitacions

La capacitat de la MBL d’unir-se al pneumococ o altres bacteries capsulades és
controvertida ja que hi ha estudis que mostren que aquesta capacitat és baixa (167).

Per tant, podria ser que existissin altres mecanismes d’opsonofagocitosi mediada per
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complement i destruccid del pneumococ independents de MBL que no han estat
avaluats en els nostres estudis. No obstant, existeix evidéncia d’interaccié directa de la

MBL amb les cel-lules fagocitiques i del seu paper com a immunomodulador (189,190).

Els resultats d’ambdds estudis han de ser valorats tenint en compte una série de

limitacions:

1. Malgrat que la mostra d’estudi ha permés obtenir resultats estadisticament
significatius, és necessari realitzar una confirmacid dels resultats amb una poblacié
més extensa.

2. En el segon estudi es déna per suposat que els pacients eren sans previament a
I’episodi de meningitis. Alguns d’aquests nens podrien tenir immunodeficiencies o
altres malalties croniques encara no identificades o diagnosticades en el moment
de la meningitis. No obstant, s’ha intentat disminuir aquest biaix mitjangant els
criteris d’exclusid i el seguiment a llarg termini dels pacients inclosos a I'estudi.

3. Cap dels dos estudis exclou la contribucié en la barrera defensiva contra el
pneumococ d’altres proteines que formen part del sistema immunologic innat tals
com les ficolines (191), les pentraxines (192) o I'aglutinina gp340/DMBTI (193).

4. En aquests estudis no s’han analitzat altres factors que podrien estar implicats en
el pas des de I'estat de colonitzacid cap a la malaltia invasiva i, en particular, el
paper de la coinfecci6 amb virus respiratoris (194,195). Les infeccions virals sén
molt freqlients en I'edat pediatrica i existeix evidéncia que la infeccio viral provoca
danys a la mucosa que faciliten I'expressié per part del patogen de determinats
factors de viruléncia que faciliten I'adhesié i replicacié del virus (194). Es necessari

realitzar estudis especifics que analitzin la relacié entre el deficit d’'immunitat
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innata i la co-infeccié amb virus respiratoris i el risc de MPI. Aquesta hipotesi s’esta
actualment desenvolupant com a linia d’investigacié al nostre grup de recerca.

5. Tal i com s’ha comentat a la introduccid, actualment esta en discussié I'existencia
de factors no geneétics que poden afectar els nivells de MBL. Entre aquests hi ha
I'edat, I'estat hormonal i I'activacié del sistema immunologic. En el nostre estudi
aix0 no ha suposat una limitacié ja que s’ha aconseguit una poblacié homogenia

per edat i s’han determinat criteris d’exclusié per a reclutar individus sans.

5.6 Comentaris

Tal i com s’esmenta en I'apartat de resultats dels articles que componen aquesta tesi,
crida I'atencid les baixes xifres de vacunacié antipneumococcica trobades en ambdds
estudis. En el cas del primer estudi, només el 30.6% dels pacients amb MPI havien
estat préviament vacunats. Pel que fa al segon estudi, només el 31.2 % dels nens amb
meningitis pneumococcica havia estat previament vacunats. Cal remarcar que la
vacuna antipneumococcica 13-valent hauria protegit al 72.5% dels nens amb MPI en el
cas del primer estudi i al 62.5% dels nens amb meningitis del segon estudi. Tot i ésser
una vacuna recomanada per la Asociacion Espafiola de Pediatria (196), la seva
administracio no era gratuita en el nostre entorn durant el periode d’estudi. Aquest fet
és especialment remarcable tenint en compte que la infeccid pneumococcica és la
infeccid bacteriana més freqlient del nostre entorn en pediatria i esta associada a una
elevada morbimortalitat aixi com també té un impacte molt important en I'Gs de
recursos del sistema sanitari. La vacunacié antipneumococcica esdevé una de les

estrategies més importants en salut publica orientada a disminuir la morbimortalitat
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associada a aquesta patologia. De la mateixa manera, la identificacié de grups de risc
(tals com nens amb determinades patologies croniques o estats d’immunosupressio
primaria o secundaria), caracteristiques de la infecci6 (infecci6 causada per
pneumococs amb baix potencial invasiu) o resposta de I’hoste deficient (alteracié en
I’activacié del complement per déficit de MBL) permet identificar aquells pacients que
es poden beneficiar d’estrategies de prevencidé o un maneig més agressiu durant
I'episodi agut (197-201). Totes aquestes estrategies no només permeten entendre la
fisiopatologia de la malaltia pneumococcica invasiva siné que també ajuden a millorar-
ne el pronodstic (202,203), dissenyar intervencions apropiades i avaluar I'impacte que

provoquen.
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6. CONCLUSIONS
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6. Conclusions

1. El perfil del pacient ingressat amb malaltia pneumococcica invasiva fou el d’un
nen menor de 5 anys, de sexe masculi i no vacunat.

2. La forma de presentacio clinica de MPI més freqlient en tots els rangs d’edat
fou la pneumonia complicada. Proporcionalment, la meningitis pneumococcica
fou més prevalent en els menors de 2 anys (24.1% del total de casos de MPI en
aquest grup d’edat vs prevalences menors al 12% en altres grups d’edat). El
17% dels pacients va requerir ingrés a UCIP, essent més freqlient en els menors
de 2 anys (35.7%) respecte a altres grups d’edat. El 10.2% dels pacients amb
MPI va presentar seqlieles a causa de la infeccid pero aquestes foren més
freqlients en el grup de menors de 2 anys (37.5%).

3. La causa més freqlient de MPI foren serotips vacunals inclosos a PVC13 en tots
els grups d’edat excepte en els majors de 65 anys. La majoria de casos de MPI
fou causada per serotips oportunistes.

4. Lla prevalenca global de genotips responsables de nivells baixos de MBL sérica
en pacients amb MPI fou del 15.6%. El deficit de MBL determinat geneticament
és significativament més freqlient en els menors de 2 anys (31.0%) i s’associa
significament a MPI causada per serotips oportunistes, formes cliniques de
meningitis i necessitat d’ingrés a UCIP.

5. El perfil del pacient pediatric amb meningitis pneumococcica és el d’un nen

menor de 12 mesos, de sexe masculi, no vacunat i amb deficit genetic de MBL.
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6. La majoria de pacients pediatrics amb meningitis pneumococcica va requerir
ingrés a la UCIP independentment de I'edat. La majoria de pacients pediatrics
amb diagnostic de meningitis pneumococcica ha presentat seqlieles a causa de
la infeccio.

7. La causa més freqiient de meningitis pneumococcica foren serotips vacunals
inclosos a PVC13. La majoria de casos de meningitis pneumococcica fou causat
per serotips oportunistes.

8. El déficit de MBL determinat geneticament és significativament més freqlent
en els menors de 12 mesos i s’associa significativament en aquest grup d’edat a
meningitis pneumococcica causada per serotips oportunistes i necessitat

d’ingrés a UCIP.
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8. ABREVIATURES
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AAP, American Academy of Pediatrics

ADN, acid desoxiribonucleic

ATP, Trifosfat d’adenosina

C3a/C3b, Component del complement 3a o 3b

CDC, Centers for disease control and prevention
ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

IgA, Immunoglobulina tipus A

IRAK, interleukin receptor associated to kinase

LCR, liquid cefaloraquidi

IytA, autolisina

MASP, proteases associades a MBL

MyD88, myeloid differentiation primary response factor 88 adaptor like
MPI, Malaltia pneumococcica invasiva

MBL, Mannose-binding lectin

MBL2, gen huma de la MBL

MLEE, multilocus enzyme electrophoresis

MLVA, multilocus variable number of tandem repeat analysis
NK, natural killer

PAFR, Platelet activator factor receptor

PCR, reaccié en cadena de la polimerasa

PCV7, vacuna pneumococcica conjugada 7-valent
PCV10, vacuna pneumococcica conjugada 10-valent
PCV13, vacuna pneumococcica conjugada 13-valent

Ply, pneumolisina
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PPSV23, vacuna antipneumococcica polisacarida 23-valent
SNP, single nucleotid polymorphism

S.pneumoniae, Streptococcus pneumoniae

TLR, Toll-like receptor

TNF, factor de necrosi tumoral

UCIP, unitat de cures intensives pediatriques

VIH, virus de la immunodeficiéncia humana
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