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- ACE: enzima conversora de la angiotensina (angiotensin converter
enzyme)

- ADN: &cido desoxirribonucléico

- Al: auricula izquierda

- ARN: &cido ribonucléico

- ARNm: &cido ribonucléico mensajero

- APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

- ATS: Sociedad Americana del Térax (American Thoracic Society)

- BPI: proteina permeabilizadora bactericida (bactericidal/permeability
increasing protein)

- BUN: nitrégeno ureico en sangre (blood urea nitrogen)

- C: sistema del complemento

- CARS:. sindrome de respuesta anti-inflamatoria compensadora
(compensatory anti-inflamatory response syndrome)

- CD14: glicoproteina de membrana (cluster of differentiation) 14

- CMBD: conjunto minimo bésico de datos

- CpG: dinucledtido citosina-fosfato-guanina

- COy: dioxido de carbono

- dL: decilitro

- DAMP: patron molecular asociado a dafio o lesién celular (damage
associated molecular pattern)

- dNTP: desoxirribonucleotido trifosfato

- DS: desviacion estandar

- EDTA: &cido etilendiaminotetracético

- EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica

- FC: frecuencia cardiaca

- Fc: fragmento cristalizable de la inmunoglobulina

- FcR: receptor del fragmento Fc de las inmunoglobulinas

- FcyR: receptor del fragmento Fc de la inmunoglobulina G

- FiO,: fraccion inspiratoria de oxigeno
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- FRnA: insuficiencia/fracaso renal agudo

- h:hora

- HMGB-1: proteinas nucleares de alta movilidad (electroforética) box1
(High Mobility Group Box1 Protein)

- HSPs: proteinas del shock térmico (heat-shock proteins)

- H,O: agua

- 1C95%: intervalo de confianza al 95%

- IDP: inmunodeficiencia primaria

- IDSA: Sociedad Americana de enfermedades infecciosas (Infectious
Diseases Society of America)

- IFN: interferén

- 1gG: inmunoglobulina de clase G

- IL: interleuquina

- INR: relacién normalizada internacional del tiempo de protrombina
(International Normalized Ratio)

- IRpA: insuficiencia respiratoria aguda

- Kg: kilogramos

- L:litro

- LBP: proteina de unién al lipopolisacérido (lipopolysaccharide binding
protein)

- LES: lupus eritematosos sistémico

- LPS: lipopolisacéarido

- LTA: linfotoxina alfa

- m?% metro cuadrado

- mg: miligramos

- min: minuto

- mL: mililitro

- mm> milimetro ctbico = microlitro

- mmHg: milimetros de mercurio

- M: molar

- M’: marcador de peso molecular

- MBL: lectina de unién a manosa (mannose binding lectin)
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MgCl,: cloruro magnésico

ML: microlitro = milimetro cubico

N: nimero de individuos

NaCl: cloruro sédico

NAC: neumonia adquirida en la comunidad

NK: [células] natural killer

NNAC: neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad

NnNAC: neumonia no neumocécica adquirida en la comunidad
NNAC-B: neumonia neumocdcica bacteriémica adquirida en la
comunidad

NNAC-NB: neumonia neumocdcica no bacteriémica adquirida en la
comunidad

NFkB: factor de transcripcion nuclear kB

NLR: receptor similar al dominio de oligomerizacion de nucle6tido

°C: grados centigrados

O,: oxigeno

OR: odds ratio

P: probabilidad

PaO,: presion arterial de oxigeno

PaCO,: presion arterial de diéxido de carbono

PAI-1: inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1

PAM: presién arterial media

PAS: presion arterial sistélica

pb: pares de bases

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
PCR-SSP: reaccion en cadena de la polimerasa con primers/cebadores
especificos de secuencia (sequence specific primer-polymerase chain
reaction)

P"C”R: proteina C reactiva

PAMP: patron molecular asociado a patdgenos (pathogen associated
molecular pattern)

PEP: presion de enclavamiento pulmonar
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Xl

PHC: planta de hospitalizacion convencional

PSI: indice de severidad de la neumonia (pneumonia severity index)
PRR: receptores reconocedores de patrones (pattern recognition
receptors)

RFLP: polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién
(restriction fragment length polymorphism)

S.: Streptococcus

SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo

SDMO: sindrome de disfunciéon multiorganica

segQ: segundos

SEPAR: Sociedad espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica

SNP: polimorfismo de un dnico nucleétido (single-nucleotide
polymorphism)

SP: proteinas del surfactante (surfactant proteins)

SvO,: saturacion venosa de oxigeno

Ta: temperatura

TE: tris-EDTA

TLR: receptor similar al Toll o tipo Toll (Toll-like receptor)

TNF: factor de necrosis tumoral (tumoral necrosis factor)

TTPa: tiempo de tromboplastina parcial activado

ufc: unidades formadoras de colonias

UMI: Unidad/Servicio de Medicina Intensiva

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana

VS: contra (versus)

X’: por minuto
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Introduccién

1.- INTRODUCCION.

De todas las enfermedades infecciosas que pueden requerir
hospitalizacién, la neumonia adquirida en la comunidad (NAC) es la que
mas frecuentemente provoca ingreso hospitalario en los paises
desarrollados. Su incidencia varia entre 1.6 y 16/1000 adultos/afio * y en un
estudio esparfol publicado en 2010 (ajustado a nuestras caracteristicas
geograficas) era de 3.1/1000 adultos/afio °. A pesar de los programas de
vacunacién antineumocadcica en adultos, de los progresos en el tratamiento
antibiético, del mejor manejo del paciente ingresado y del mayor
conocimiento que tenemos de los mecanismos fisiopatol6gicos de la sepsis,
la NAC sigue siendo una enfermedad con una mortalidad y morbilidad
significativas en nifios menores de cinco afios y en pacientes por encima de
sesenta y cinco afos. Su mortalidad a corto plazo es elevada y oscila entre
el 4% y el 9.1%, de acuerdo con los resultados obtenidos en un estudio
espariol de 2010 2.Y, en un estudio publicado en 2015 que analiza una gran
cohorte internacional de pacientes con NAC, se llegan a aportar cifras de
mortalidad intrahospitalaria de hasta el 19.8% en Europa y hasta el 30.6%
en América latina durante los afios 2008 a 2013 *. Por supuesto, en aquellos
pacientes con NAC grave o que requirieron ingreso en una Unidad de
Medicina Intensiva (UMI), el pronéstico fue claramente mas sombrio *. En el
estudio de 2015 anteriormente referenciado se obtuvieron datos de que, al
comparar tres periodos de tiempo consecutivos (2001-2004, 2004-2008 y
2008-2013), la mortalidad intrahospitalaria por NAC no sélo no disminuia
sino que aumentaba significativamente en el tiempo y que, ademas, el
periodo temporal con mayor mortalidad a nivel global (2008-2013, 24.3%) se
correlacionaba con el que tenfa pacientes significativamente mas jévenes °.
Parte de esa mortalidad podria ser explicada por el aumento de
comorbilidades de los pacientes al haberse modificado la piramide
poblacional de los paises industrializados, asi como por los tratamientos
antibioticos inapropiados, por la mayor virulencia de los microorganismos o

por la especialidad del servicio médico responsable del paciente ® 5 Sin
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embargo, estas hipétesis no s6lo no explican el estancamiento en los
resultados positivos frente a esta enfermedad, sino que tampoco explican
los mdultiples casos de pacientes sin comorbilidades conocidas que
desarrollan mala evolucién clinica a pesar de tratamientos antibiéticos
adecuados.

Diferentes microorganismos pueden ser agentes etiolégicos de la
NAC, aunque la causa mas frecuente es el Streptococcus (S.) pneumoniae
estimandolo en un 19.3% en un amplio metanalisis de estudios europeos ! y
en un 24.6% en un reciente estudio holandés ?, gue ademas lo relaciona
con una mayor estancia hospitalaria, mayor necesidad de ingreso en UMI y
mayor mortalidad al cabo de un afio. Es llamativo que los costes del
tratamiento farmacoldgico son bajos y es fundamentalmente el coste
estructural y de personal lo que encarece el tratamiento. En otro reciente y
amplisimo estudio holandés que analiza 195372 episodios de NAC
introducidos en una base de datos comun, similar al “conjunto minimo
basico de datos” espafnol (CMBD), los autores estiman que el coste anual
atribuido a la NAC supone el 51% del presupuesto anual asignado al
tratamiento y prevencién de las enfermedades infecciosas ! Esta claro que
estamos hablando de una enfermedad frecuente, que supone un alto coste
econdmico y social y que, a pesar de los avances de los Ultimos afios, sigue
manteniéndose en un destacado puesto en cuanto a importancia en pérdida
de salud.

Una de las posibilidades que podria explicar, al menos en parte,
este comportamiento de la NAC con respecto a sus resultados en salud es
que exista una variabilidad genética individual y poblacional que explique
estos resultados tan poco logicos. Desde hace afios se estan realizando
multiples aproximaciones a este tema: desde el analisis de la respuesta
inflamatoria que podria subyacer en los resultados finales de la enfermedad
® hasta el analisis de polimorfismos de distintos genes, capaces de producir
efectos primarios o secundarios en los pacientes afectos de NAC y que
pertenezcan a cada uno de los subgrupos conformados por dichos

polimorfismos. A pesar de que la NAC es una enfermedad que

4
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forzosamente debe comportarse como poligénica, ¢seria posible que
existiese un marcador capaz de orientarnos respecto de la posible evolucién
clinica de un paciente recién ingresado? De existir, deberia ser rapido, fiable
y de resultados contrastados y reproductibles; y ademas, preferiblemente,
de coste reducido.

Los pacientes de UMI son tremendamente dinamicos: en pocos
minutos pueden pasar de una relativa estabilidad a una situacién
catastréfica desde la que se evoluciona al fracaso multiorganico en el plazo
de minutos. Y pacientes de similares caracteristicas fisicas, de edad
comparable, de la misma localizacion geografica y con el mismo
microorganismo aislado evolucionan de forma totalmente distinta y sus
resultados finales no son, en absoluto, superponibles.

Uno de los primeros problemas con los que nos encontramos a la
hora de analizar esta enfermedad es saber si todos los estudios realizados
estan hablando del mismo proceso nosoldgico. Tan es asi que, en un
estudio espafiol publicado en 2012, la neumonia era la segunda causa de
discrepancias entre el diagndéstico clinico y el anatomopatolégico % & incluso
entre los propios patélogos puede haber grandes discrepancias al comparar
los diagndsticos macro y microscoépicos frente a los diagnésticos clinicos, y
estas discrepancias son, a veces, irresolubles " En la literatura
encontramos multiples estudios en los que se intentaba llegar a un
diagnéstico univoco (6, al menos, comun) de la NAC. La conclusion
soterrada, y a veces explicita, en todos ellos es que es complicado llegar a
definir ese concepto universal. Asi pues, hay que llegar a un acuerdo “de
minimos” que permita enlazar la clinica que presenta el paciente con lo que
conocemos de la enfermedad y que, a su vez, nos permita comparar y
compartir nuestros resultados con los del resto de clinicos e investigadores.

Al fin y al cabo, eso es lo que hace definir a la NAC.
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1.1.- Justificacion de los estudios genéticos en las

enfermedades infecciosas.

La variabilidad interindividual, observada tanto en la susceptibilidad
a sufrir una infeccién pulmonar como en la evolucion de la misma, es un
hecho ampliamente reconocido. La morbimortalidad de una infeccion viene
determinada por el resultado de una compleja interaccién entre elementos
del microorganismo (virulencia, carga bacteriana, serotipo, infecciones
previas o acompafantes...), la intervenciéon terapéutica (cobertura,
posologia, dosificacion, precocidad, combinacién, via de administracion...)
y, muy especialmente, factores ligados al huésped (edad, comorbilidades,
inmunodepresion...). No obstante, en la préactica clinica seguimos
observando muertes por neumonia en sujetos sin factores de riesgo ni
enfermedades subyacentes, a pesar de recibir un tratamiento
antimicrobiano adecuado. También comprobamos que méas de la mitad de
los fallecimientos por neumonia neumocdcica bacteriémica se producen en
pacientes menores de 65 afios; y que la infeccién por una cepa idéntica de
S. pneumoniae puede causar shock séptico, SDRA y muerte en un
determinado paciente, o una infeccién banal y autolimitada en otro. Lo que
conocemos en la actualidad de la fisiopatologia de las infecciones
respiratorias explica muchas de las manifestaciones clinicas especificas que
observamos en la practica, pero no aclara suficientemente por qué soélo
algunos pacientes sufren este tipo de evolucion o ciertas manifestaciones y
complicaciones. La configuracién genética de cada paciente puede justificar
la variabilidad interindividual en la susceptibilidad y en la evolucién de las
infecciones en general y de la neumonia en particular.

La variabilidad genética afecta a la respuesta del huésped y puede
desempefiar un importante papel en estos pacientes. En humanos, las
inmunodeficiencias primarias (IDP) que predisponen a la enfermedad
neumocdcica invasiva tienen afectadas la opsonizacién bacteriana o la
fagocitosis esplénica y tienen defectos en la activacion del NF-kB . Los

defectos en la opsonizacién se pueden observar fundamentalmente en las



Introduccién
Justificacion de los estudios genéticos en las enfermedades infecciosas

IDP asociadas a la produccion alterada de anticuerpos, asi como en las
deficiencias de componentes precoces de la via clasica del complemento y
la deficiencia de C3.

Es de sobra conocida la relacion existente entre determinadas
enfermedades y las alteraciones genéticas que las provocan. En la mayoria
de los casos se trata de alteraciones de un Unico gen 0 monogénicas y su
transmision sigue una clara herencia mendeliana. Este seria el caso de la
fibrosis quistica, de la hemocromatosis hereditaria, del déficit de a1-
antitripsina o de la neurofibromatosis **. Sin embargo, el camino que lleva al
conocimiento de esta relacion con las enfermedades infecciosas es mas
complejo. Existen circunstancias que nos pueden hacer sospechar la
existencia de raras enfermedades del sistema inmune, como podria ser la
recurrencia de infecciones respiratorias y la agammaglulinemia; sin
embargo, ¢estdn realmente relacionados determinados polimorfismos
genéticos con determinadas maneras de enfermar en poblacién que se
comporta como basalmente sana? El clasico estudio de Sorensen sobre
causas de muerte prematura en individuos adoptados ** abri6 la puerta para
pensar en ello: el riesgo de dichos individuos de morir por causa infecciosa
si sus padres biolégicos habian fallecido por una infecciéon antes de los 50
afios era casi 6 veces superior, cosa que no sucedia en caso de que los que
fallecieran por dicha causa fueran los padres adoptivos.

Por otro lado, no es soélo la infeccion sino también su posible
tratamiento quien estd influido por la genética: los estudios genéticos
pueden permitir caracterizar las bases moleculares de la respuesta a
determinados farmacos, con lo que se podria hacer mas eficaz dicha
respuesta a los mismos y, por tanto, mejorar el pronéstico de las infecciones
' Ademas, la respuesta del individuo a la infeccién también se ve afectada
por la carga genética del mismo; sin embargo, esta respuesta no es tan
simple y directa como en las enfermedades monogénicas sino que
normalmente implica a multiples genes, que se modulan entre si y que se

expresan como muiltiples polimorfismos *°.
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1.2.- Definiciones y conceptos previos.

1.2.1.- Polimorfismo genético: variaciones estables en la secuencia
del ADN que ocurren en, al menos, el 1% de la poblacion; quedarian
excluidas, por tanto, las mutaciones espontaneas individuales .
Pueden ocurrir en los intrones (los mas frecuentes), o en los exones y
en las regiones promotoras (los menos frecuentes) y puede alterarse
una secuencia corta de nucleétidos (siempre la misma) o un solo
nucledtido. Este ultimo caso es lo que se denomina “polimorfismo de un
Unico nucleétido” o SNP (del inglés “single nucleotide polymorphism”) y
se trata de la variacion genética mas frecuente. La alteracion podria ser
la sustitucion de una base por otra, la insercién de una base nueva o la
delecion de una base original '®. La relevancia del SNP serd mayor
cuando genere un cambio en el aminoacido producido o cuando afecte

al procesamiento del ARNm *°.

1.2.2.- Desequilibrio de ligamiento: se produce cuando dos alelos
localizados en loci cercanos, pero distintos, se transmiten juntos con
una frecuencia mayor de la esperada aleatoriamente. Esto hace que el
efecto producido por el polimorfismo de un gen se vea alterado por el
efecto producido por el otro gen al que va asociado; por ello es
importante conocer si dos genes se encuentran en desequilibrio de

ligamento a la hora de sacar conclusiones sobre estudios poblacionales.

1.2.3.- Tipos de estudios en genética y enfermedad:

Estudios familiares: sobre todo para enfermedades monogénicas.
Se llevan a cabo por medio de arboles genealdgicos.

Estudios de asociacion: para enfermedades poligénicas. Se
realizan por medio de estudios casos-control. Es fundamental la
uniformidad étnica dentro de cada uno de los dos grupos (casos y
controles) y entre ellos; tanto es asi que la falta de uniformidad étnica
esta descrita como uno de los errores que mas frecuentemente

determina la aparicion de falsos positivos 19,
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1.2.4.- Defensa frente a las infecciones: inmunidad innata y
adaptativa.

Existe un primer sistema de defensa frente a las infecciones, el
sistema de barrera (anatémica y fisiolégica), que actla como una
primera linea de contencién. Ademas del anterior, el sistema inmune
ofrece un proceso secuencial e integrado de componentes que

llamamos “inmunidad innata” e “inmunidad adaptativa” *°.

La inmunidad innata se basa en un limitado nUmero de receptores
para detectar patdgenos invasores. No tiene “memoria inmunolégica” y
Su respuesta es la misma tras cada exposiciéon. Tiene un componente
“celular’, formado por macréfagos, células dendriticas, mastocitos,
neutrofilos, eosindfilos y células NK y NKT, y un componente “humoral’,
del que forman parte las proteinas del complemento, las proteinas
ligadoras del LPS, P’C’"R y otras pentraxinas, colectinas como la MBL y
otros péptidos antimicrobianos. Su principal caracteristica es la rapidez
de actuacion: en minutos tras la exposicion al patégeno se produce una
respuesta inflamatoria protectora. Por otra parte, la inmunidad innata
juega un papel fundamental en la activacién de la respuesta inmune

adaptativa **

. Una parte muy importante de esta linea defensiva son
diferentes tipos de proteinas capaces de reconocer patrones
moleculares asociados a patégenos. Entre estas se encuentran:

- La “lectina de unién a manosa” (MBL), que se une a ligandos de
la superficie de mudltiples microorganismos e induce la
activacion del complemento (via lectin-dependiente) y, a su vez,
promueve la fagocitosis de los microorganismos a los que se ha

unido (figuras 1y 2).
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Opsoninas

Mecanismos

/ efectores

Anafilotoxinas

Quimiotactinas

Figura 1.- Esquema del mecanismo de actuacion de los receptores FcyRlla y de la MBL
como reconocedores de patrones moleculares asociados a patégenos.

(C.A.M.: complejo de ataque a la membrana. c¢3: factor c3 del complemento. 19G;:
inmunoglobulina G,. FcyRlla: receptor del fragmento cristalizable de la 1gG,. MBL: lectina de
unién a manosa. P: patégeno. R: alelo R del gen FCGR2A. H: alelo H del gen FCGR2A)

- Los receptores endociticos, entre ellos los del fragmento Fc de
las inmunoglobulinas (FCR), que promueven la fagocitosis de los
microorganismos opsonizados (figuras 1y 2). Su complejidad ha
ido aumentando con la evolucién para adaptarse al aumento
paralelo de la complejidad de los isotipos de inmunoglobulinas,

gue son maximas en vertebrados **.
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OPSONIZACION

gGﬁr H MBL

FAGOCITO

QUIMIOTAXIS

Figura 2.- La inmunoglobulina G y la MBL opsonizan patégenos y promueven
su fagocitosis y destruccion por células que dispongan de receptores de
superficie para dichos epitopes.

(lgG: inmunoglobulina G. MBL: lectina de unién a manosa. FcyR: receptores para el
fragmento cristalizable de la IgG. MBL-R: receptores para la MBL)

- Los receptores sefialadores, como los “receptores tipo Toll”
(TLR), que reconocen a diferentes productos microbianos en el
medio extracelular: TLR4 al lipopolisacarido (LPS), TLR5 a las
flagelinas y TLR1-2 y 6 a las lipoproteinas. Cuando se activan
acaban produciendo una expresion de genes proinflamatorios.
O los “receptores similares al dominio de oligomerizacion del
nucledtido” (NLR), que reconocen productos primariamente

microbianos y productos secundarios al estrés metabdlico en el
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medio intracelular (peptidoglicanos, flagelinas y alteraciones del

flujo de potasio intracelular).

La inmunidad adaptativa esta formada por una parte “celular”, los
linfocitos T y B, y una parte “humoral”, las inmunoglobulinas segregadas
por los linfocitos B. Tiene “memoria inmunoldgica” y su sensibilidad
mejora con la exposicién repetida al antigeno. Su principal caracteristica
es la extrema diversidad, que la hace capaz de reconocer practicamente
cualquier antigeno. Sin embargo, en el reverso de la moneda esta su
lentitud a la hora de actuar: tras la exposicién inicial al patégeno, la
expansion clonal antigeno-especifica de células B y T necesita al menos

5 dias para ser suficientemente eficaz contra dicho patégeno 20,

1.3.- Polimorfismos implicados en la respuesta a la

infeccion.

12

1.3.1.- Polimorfismos en el reconocimiento del microorganismo.

Como comentdbamos anteriormente, la inmunidad innata es capaz
de reconocer patrones moleculares comunes de la superficie de los
patégenos, que se repiten de manera constante en diferentes
microorganismos. Esto es lo que se denomina “patrén molecular
asociado a patégenos” (PAMP, del inglés pathogen associated
molecular pattern) y se trata de auténticas dianas para el sistema
inmune. Y estos patrones son reconocidos por medio de moléculas
generales que interactdan con ellos y que se conocen con el nombre de
“receptores reconocedores de patrones” (PRR, del inglés pattern
recognition receptors) ** ?* ', (Tabla 1)

Cuando se unen los PAMP y los PRR se activa un sistema de
amplificacion de sefial-respuesta extra e intracelular y se inicia una

cascada inflamatoria inespecifica tremendamente eficaz.
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Tabla 1.- Moléculas patrén de reconocimiento y moléculas receptoras.

PAMP PRR
Molécula Origen Localizacion Molécula
L|p0||sac.ar|do GE) _ Proteinas humorales:
Endotoxina G() Ubicuas - Complemento
Acido lipoteicoico G) - MBL
Peptldo'glucano cM) Fagocitos Receptores endociticos:
Zymosan Levaduras - Delamanosa
Secuencias de ADN con 3 - Delaslg
dominios CpG no Células
metilados Virus epiteliales y Receptores sefialadores:
presentadoras | - TLR
Manosa o
de antigenos - CD1l4

ARN bicatenario

(ADN: é&cido dexosirribonucléico. ARN: acido ribonucléico. CD14: glicoproteina de membrana
cluster of differentiation 14. CpG: dinucleétido citosina-fosfato-guanina. G: tincién de Gram. Ig:
inmunoglobulinas. MBL: lectina de unién a manosa. PAMP: patron molecular asociado a
patégenos. PRR: receptores reconocedores de patrones.TLR: receptores similares al Toll o tipo
Toll).

También existen anélogos endégenos de los PAMP: hay moléculas
enddgenas que también actian como iniciadoras de la respuesta
inmune, igual que los PAMP. Actdan como sefial de alarma de que
existe un dafio celular (por eso se conocen como “alarminas”) y se trata
de moléculas normales pertenecientes a las células que se liberan bien
pasivamente (en la necrosis celular) bien activamente (por estrés celular
en respuesta a una agresion). Algunas de estas moléculas son el
hialuronano, las proteinas del shock térmico (HSPs) o las “proteinas
nucleares de alta movilidad box1” (HMGB-1) que son un regulador
transcripcional normalmente presente en el nicleo y el citoplasma de

las células delos mamiferos 2°

. La unién de las alarminas y de los
PAMP forma lo que se conoce como DAMPs 6 “patrones moleculares
asociados a dafo o lesién celular”, y no son otra cosa que sefales de

peligro para la integridad del sistema.

a) Proteina ligadora del lipolisacarido (LBP). Junto con la

“proteina permeabilizadora bactericida” (BPI), de la que es

13
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genéticamente homoéloga, se une a componentes de la pared de
las bacterias G (-). La LBP se produce en el higado y se
segrega a la circulacién general, mientras que la BPI es
producida fundamentalmente por los polimorfonucleares. La
LBP facilita la transferencia del lipopolisacarido al CD14,
mientras que la BPI actlda directamente sobre la pared
bacteriana aumentando su permeabilidad y provocando su
destruccion. Aunque la funcibn de ambas moléculas es
conocida y su funcion in vitro no presenta dudas, los estudios
realizados hasta ahora no permiten afirmar con rotundidad si los
polimorfismos implicados estan asociados a aumento de riesgo

en la sepsis.

b) CD14. Es una proteina de membrana que aparece en la
superficie de monocitos, macréfagos y polimorfonucleares. Una
de sus funciones es actuar como factor clave en la via de
reconocimiento del lipopolisacarido-endotoxina de los G (-),
aunque también puede unirse al peptidoglucano de
Staphylococcus aureus, al lipoarabinomanano de las
micobacterias y a otros componentes de pared de
Streptococcus spp > El gen codificador se encuentra en el
cromosoma 5 y esta descrito un SNP en la posicion -159 de la
region promotora del gen (transiciébn citosina-timina): los
homocigotos T tienen mayores niveles de CD14 soluble. Hay
estudios que asocian este genotipo con riesgo aumentado de
mortalidad en pacientes con shock séptico %% mientras gue otros
autores han obtenido resultados contrarios *° o no han
conseguido refrendar esos resultados con otros genotipos (SNP
-260) %2,

c) TLR. Se trata de proteinas de superficie de las células humanas
implicadas en el reconocimiento de diferentes antigenos de

microorganismos. Hasta ahora se han descubierto al menos 11

14
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TLR con distintas afinidades antigénicas. Su activacion aumenta
la expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad y de los genes dependientes de NFkB (IL-1,
IL-6, IL-12 y TNFa). De entre todos ellos, TLR2 esta implicado
en el reconocimiento del peptidoglicano de G (+) y TLR4 en el
de la endotoxina *°>. Un SNP del gen TLR2 (TLR2-Arg/GIn753)
parece estar relacionado con la disminucién de la actividad
celular en presencia de ligandos lipopeptidicos y dos SNPs del
gen TLR4 (TLR4-Asp/Gly299 y TLR4-Thr/lle399) se relacionan,
en humanos, con respuestas amortiguadas a la inhalacién de
LPS . TLR5 participa en el reconocimiento de la flagelina y su
variabilidad (SNP -392) hace que determinados individuos
produzcan proteinas incapaces de reconocer a las flagelinas,
con lo que tendrdn aumentada la susceptibilidad a infeccion por

Legionella pneumophila *.

MBL. Molécula ubicua, perteneciente al sistema inmune innato,
gue se une a restos hidrocarbonados de la superficie
microbiana. Tras su unién produce la activacion del sistema del
complemento. Pero, ademas, puede actuar como opsonina
uniéndose a receptores especificos de superficie. Esta
codificada por un Unico gen en el cromosoma 10 y tiene tres
variantes alélicas estructurales asi como otras en la region
promotora del gen. Las variantes alélicas deficientes en MBL se
asocian a mayor riesgo de desarrollar formas graves y a peor

prondstico en pacientes con NAC **

; sin embargo, en un
reciente estudio de nuestro grupo sobre infecciébn neumocdcica
no se confirma el aumento de riesgo de enfermedad
neumococica invasiva, aungue un meta-andlisis asociado al

mismo sf lo respalde *.

FcyR. Como ya se cité anteriormente, se unen a la region Fc de

las inmunoglobulinas. Su unién estimula la fagocitosis y activa el

15
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16

sistema del complemento y la citotoxicidad celular. Una
mutacion puntual en el exén 4 del gen FCGR2A produce la
sustitucién de una arginina (R) por una histidina (H) en la
posicion 131 del dominio de unién del FcyRlla. Esta variacion
hace que los receptores resultantes tengan difentes afinidades
por las distintas subclases de IgG vy, asi, el FcyRIla-H131 es el
unico FcyR capaz de interaccionar de manera eficiente con la
IgG, (cinco veces mas que FcyRllla-v131) ** % % E| SNP
FCGR3A-F158V presenta una sustitucion de una timina (T) por
una guanina (G) en el nucleétido 559, cuyo resultado es la
sustitucién de de una valina (V) por una fenilalanina (F) en la
posicion 158 del aminoacido. Los individuos FcyRIlla-V/V158
presentan una mayor afinidad que los individuos FcyRllla-
F/F158 por 1gG; e 1gGs y son capaces de unirse con IgG,, lo
gue resulta en una mayor actividad inducida por 1gG de las
células NK. El polimorfismo FCGR3B-NA1/NA2 resulta de la
variabilidad del sistema antigeno neutrofilico (NA) y el gen se
encuentra situado en el brazo largo del cromosoma 1: las dos
isoformas (NA1 y NA2) difieren al menos en cinco nucleétidos,
lo cual resulta en la sustitucion de cuatro aminoacidos en el
dominio membrana-distal Ig-like del receptor; esto produce
diferencias alélicas en la glicosilacién del receptor y, asi, el
alotipo FcyRIlIb-NA1 es mas eficiente que el FcyRIlIb-NA2 a la
hora de inducir la fagocitosis de las particulas opsonizadas por

36 37 34 33. Pero,

IgG; e IgG3 y de unirse a inmunocomplejos IgGas.
ademas, una mutacién puntual que produce la sustituciéon de
una citosina (C) por una adenina (A) en la posicidon 266 produce
la sustitucién de una alalina por un &cido aspartico en posicién
78 en la cadena de aminoécidos: esto genera la variante SH *®,
que muestra una afinidad por IgG; similar a la de FcyRIlIb-NA1
y FcyRIlIb-NA2 (y entre siete y nueve veces menor que la de

FcyRllla) *.
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1.3.2.- Polimorfismos implicados en la respuesta inflamatoria.

Cuando se unen PAMP y PRR, el factor de transcripcién nuclear

NFkB se trasloca al nucleo celular. Esto hace que se activen los

promotores de genes codificadores de citocinas inflamatorias. Hay que

tener en cuenta que la reaccidn inflamatoria es un componente esencial

de los mecanismos de defensa. Pero la respuesta inflamatoria no es

algo uniforme: sus caracteristicas difieren tanto de 6rgano a érgano,

como de 6rgano a sangre periférica.

a)

b)

TNFa. Se conocen varios SNP en el locus del TNF (cromosoma
6, adyacentes a los del sistema HLA lll). El mas estudiado y
mejor conocido es el TNFa-308: su alelo A asocia aumentos en
la produccién de la proteina (transicién de guanina por adenina).
Pero, dado que este polimorfismo se encuentra en desequilibrio
de ligamiento con otros SNP de la region del promotor (muchos
de ellos implicados también en la respuesta inflamatoria), esto
podria explicar que distintos estudios presenten resultados
contrapuestos. Por ejemplo, el alelo A de la linfotoxina alfa (LTA
+ 250A) casi siempre se asocia con un alelo G de TNFa-308; y
el genotipo LTA + 250 AA esta asociado a aumento de los
niveles de TNF y a un mayor riesgo de shock séptico en
pacientes con NAC ingresados en el hospital. Todas estas
interrelaciones obligan a hacer estudios con disefios complejos
puesto que se deben prever todas las posibles interacciones vy,
si no, el analisis de los resultados obtenidos sera

extremadamente complicado (cuando no equivoco).

Interleuquina-1 (IL-1). Aumenta los niveles plasmaticos del
factor de activacion plaquetario, de las prostaglandinas y del
Oxido nitrico, y actlla como un potente proinflamatorio. Es
liberada por los macréfagos en las fases mas tempranas de la
sepsis. Los polimorfismos IL13+3953 y -511 influyen en los
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niveles de IL-1B, aunque los estudios de asociacion han
revelado resultados dispares; sin embargo, queda claro que
tienen importacia como proinflamatorios en la sepsis *°.

c) IL-6. Es el principal inductor de la sintesis hepatica de proteinas
de fase aguda, C3 y proteina C reactiva (P’C'R),
fundamentalmente. Durante la sepsis se observan niveles
plasmaticos aumentados pero no se ha conseguido
correlacionar de manera clara estos niveles con ningln genotipo
en particular “°_En un estudio publicado por nuestro grupo en
2012 se valor6 la repercusion clinica de ciertas variantes
genéticas de la IL-6 en pacientes con NAC: en el subgrupo de
NNAC el genotipo IL-6-174 GG se asocio a menor gravedad y a

mejor pronostico **.

d) Proteinas del shock térmico. A pesar de que estas proteinas
intracelulares tienen como mision principal un papel
citoprotector, la HSP70 es capaz de inducir una respuesta
proinflamatoria por medio de TLR-2 y TLR-4 por un mecanismo
CD14-dependiente. Son potentes proinflamatorios en respuesta
al shock térmico, a la endotoxina y a otros mediadores de la
sepsis. Hay 3 genes que codifican proteinas de la familia HSP
(HSPA1A, HSPA1B y HSPAI1L). Los polimorfismos HSPA1B
+1267 y LTA +250 se encuentran en desequilibrio de ligamiento.
El andlisis de haplotipos sugiere que los cromosomas que
tienen una adenina en las posiciones +1267 y +250
respectivamente estdn asociados con un mayor riesgo de

desarrollar shock séptico 2

1.3.3.- Polimorfismos implicados en la respuesta anti-inflamatoria.
Los mediadores anti-inflamatorios tienden a predominar en la

circulacibn para intentar prevenir que se inicien nuevos focos

inflamatorios; sin embargo, su presencia en los tejidos puede no ser

siempre suficiente para prevenir el inicio de una respuesta
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proinflamatoria en cascada en distintos compartimentos. Realmente, la

respuesta inflamatoria depende de un delicado equilibrio entre factores

pro-inflamatorios y factores anti-inflamatorios, que dara como resultado

el predominio alternante de ambos estados en el seno de una sepsis.

En caso de un predominio claro de las citocinas anti-inflamatorias se

podria llegar a una situacion de inmunoparalisis 6 “sindrome de

respuesta anti-inflamatoria compensadora” (CARS), que puede ser tan

nocivo como el estado original que se queria solucionar.

a)

b)

c)

Antagonista del receptor de la IL-1. Es el oponente fisiolégico
de la IL-1. El gen de IL-1RN tiene una region polimérfica en el
intrén 2 con un namero variable de repeticiones en tandem. De
acuerdo con ello, existen distintos alelos segln la frecuencia en
gue se presentan en la poblacion sana: Al, A2, A3, Ad y A5.
También aqui los estudios arrojan resultados contradictorios:
parece que IL-1IRNA2 es mas frecuente en pacientes con sepsis
grave, con mayor produccién de IL-1RN, aunque no parece
ensombrecer el pronéstico de la misma -,

IL-10. Su funcién es inhibir la funcién de los macréfagos e,

indirectamente, la actividad de las células B *'

. Su gen en
humanos es muy polimérfico: se han descrito dos microsatélites
CA y tres SNP (-1082, -819 y -592) '® o que define tres
haplotipos diferentes. De todas formas, el efecto del haplotipo
parece tener relacion directa con las caracteristicas del
patégeno. Distintos estudios han presentado resultados
discrepantes en cuanto a la asociacion de los haplotipos con la

mortalidad en la NAC ** 45 4°,

Receptores del TNFa. Hay dos receptores del TNF, el TNFR1
y el TNFR2 y lo que hacen es modular la actividad bioldgica de
TNFa y de la LTA. TNFR2 modula sefiales que promueven la
reparacion tisular y la angiogénesis e, in vitro, participa en la

apoptosis, en la activacion celular y en la migracion de los
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neutréfilos. En un estudio publicado en 2004 se encontr6 que el
aumento de los niveles solubles de TNFR1 y TNFR2 se
asociaba a disfuncion organica, pero no se pudo demostrar por
el andlisis de SNP que la variabilidad influyera en la

susceptibilidad ni en el pronéstico de la sepsis *'.
1.3.4.- Otros polimorfismos de interés.

a) Enzima convertidora de la angiotensina. El gen de la enzima
conversora de la angiotensina (ACE-DD) puede sufrir la
insercién / delecién de 250 pares de bases y esto se asocia con
disminucién de niveles de bradicinina y sustancia P. Estos
hallazgos estan relacionados con disminucion del reflejo
tusigeno y aumento del riesgo de broncoaspiracion ' pero
ademas, en ancianos, el alelo ACE D parece ser un factor de

riesgo independiente para el desarrollo de NAC 8

b) Proteinas del surfactante. Secretadas por los neumaocitos tipo
Il, se trata de colectinas y se conocen varios polimorfismos de
los genes SP-A, SP-B, SP-C y SP-D. Su funcioén, en el seno de
una infeccion pulmonar aguda, es la de opsonizar
microorganismos, estimular su fagocitosis y modular la
inflamacion pulmonar. En un estudio de nuestro grupo,
publicado en 2011, se evalué la asociacién entre la variabilidad
genética en las proteinas del surfactante y la susceptibilidad y
prondstico de la NAC 49 y se hallé que varios haplotipos de
SFTPAl, SFTPA2 y SFTPD se asociaron con mayor
susceptibilidad a NAC y con un peor pronéstico. Y en otro mas
reciente, de 2014, se evalud la posible relacién entre la
variabilidad genética de las proteinas del surfactante y la
gravedad de la infeccién por el virus HIN1 *°. En él se hall6 una
tendencia positiva a que las variantes en SFTPAZ2 influyan sobre
la severidad de la infeccion por HIN1 en pacientes

hospitalizados: el haplotipo 1A° de SFTPA2 esta asociado con
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mayor gravedad, mientras que el haplotipo 1A' esta asociado
con un efecto protector contra las formas graves de la infeccion.

c) Proteinas de la coagulacion. Es conocida la intima relacién
existente entre inflamacion y coagulacién. De entrada, el factor
tisular activa la cascada de la coagulacién y estimula la
respuesta inflamatoria. El inhibidor del activador del
plasmindgeno tipo 1 (PAI-1) es el principal inhibidor del sistema
fibrinolitico y se ha identificado un polimorfismo altamente
prevalente del gen PAI-1 que conlleva un estado de
hipercoagulabilidad por aumento de sus niveles en suero o
Pero, ademas, existe mayor susceptibilidad a la NAC en
pacientes cuyos genotipos del PAI-1 estdn asociados a un
aumento en sus niveles circulantes > y existe un mayor riesgo
de desarrollar shock séptico y disfuncion multiorganica en

pacientes con NAC portadores del alelo 4G 3.

1.4.- Justificacion del estudio del gen FCGR2A en la NAC.

En los leucocitos, los receptores del fragmento cristalizable (Fc) de
la inmunoglobulina G (IgG) (denominados FcyR) confieren funciones
efectoras a dicha IgG, como son la fagocitosis, produccién de superéxidos,
citotoxicidad, produccién de citoquinas, presentacion de antigenos y
regulacion de la produccién de anticuerpos % _Entre las diferentes subclases
de 1gG, 1gG, es la que mas especificamente se une a las bacterias
encapsuladas y, en cuanto a 1gG; e IgGs;, son las mas proinflamatorias. Sin
embargo, en lo que se refiere a la afinidad por los receptores a los que se
unen, FcyRlla (que, per se, es un receptor de baja afinidad) se une con
mayor afinidad a IgG; e 1gGs (cinco veces mas a IgG; que a IgGs) y con
menos afinidad a 1gG, e 1gG, (aproximadamente el doble a IgG, que a IgGy);
y la afinidad a IgG; es 10 veces mayor que a IgG, y 20 veces mayor que a
9G4 ®.
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El FcyRlla se expresa en células fagociticas 29 y en plaquetas, pero
no en células natural killer (NK) ni en mastocitos. En lo referente al SNP
FCGR2A-H131R, el FcyRlla-H131 es el Gnico FcyR capaz de interaccionar

de manera eficiente con la IgG, ** *

(figura 3). De hecho, los pacientes con
el genotipo FcyRlla-H131 son menos susceptibles a la enfermedad

meningocécica grave >,

FcyRlla- la-131R

Figura 3.- Esquematizacion de la funcionalidad de las diferentes isoformas del
receptor FcyRlla en cuanto a su afinidad con la I1gG,.

(IgG2: inmunoglobulina G tipo 2. FcyRlla: receptor para el fragmento cristalizable de la
inmunoglobulina G tipo 2. P: patégeno)

Los polimorfismos del receptor FcyRIla han sido asociados con
enfermedades infecciosas, inflamatorias y autoinmunes. Lupus eritematoso
sistémico (LES), arteritis de células gigantes, enfermedad de Kawasaki,
enfermedad arterial coronaria, anemia de células falciformes, malaria,
infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana, infeccién por el virus
de Epstein-Barr o meningococemia fulminante en nifios son ejemplos del
gran abanico de enfermedades en las que estos receptores juegan algun

papel.
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Otros receptores de membrana para el fragmento Fc de la IgG con
algin papel en la forma en que el organismo responde frente a una
infeccion son el FcyRllla y el FcyRllIb.

El receptor FcyRllla se expresa en macréfagos, monocitos, células
NK y células T, y presenta una afinidad intermedia por la IgG monomeérica:
mayor afinidad por la IgG; (aunque cinco veces menor que la de FcyRlla) y
menor por la 1IgG; e 1gG4 % Este receptor ha sido relacionado con el LES y
la artritis reumatoide y sus diferentes polimorfismos se han visto
relacionados con infecciones periodontales de repeticion y complicaciones
infecciosas bacteriémicas en trasplantados hepaticos %,

El receptor FcyRIlIb se expresa en neutréfilos y puede ser inducido
en eosindfilos por el interferon (IFN) y. Su mayor afinidad es hacia la 19Gs, y
es similar a la de FcyRIla; sin embargo es ocho veces menor que la de
FcyRIlla. Este receptor ha sido relacionado con la granulomatosis de
Wegener, vasculitis sistémica y LES (este Glimo en poblacién japonesa) v,
en relacion con FcyRlla, se puso en evidencia su posible influencia sobre la
susceptibilidad a la enfermedad meningocdécica (aunque posteriormente no
ha podido ser ratificada).

Tanto FcyRIla como FcyRllla y FcyRIlb son receptores con funcion
activadora intracelular.

El estudio de la relacion existente entre el receptor FcyRlla y la
destruccién de bacterias encapsuladas resulta extremadamente atractivo,
sobre todo por la implicacion de estas Gltimas en la patogénesis de la NAC.
En el presente estudio hemos querido investigar la relevancia que tienen las
variantes genéticas del gen FCGR2A en la manera de enfermar de los
pacientes con NAC: tanto en la susceptibilidad de los individuos a
desarrollarla, como en la gravedad que presentan los individuos ya
enfermos. La importancia funcional de este polimorfismo esta avalada por
experimentos que demuestran que los neutrofilos de los sujetos
homocigotos para el alelo FCGR2A-R131 presentan una capacidad
significativamente menor para opsonizar a las bacterias encapsuladas

(neumococo, estreptococo del grupo B, neisseria y estafilococo) si los
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comparamos con los polimorfonucleares de los sujetos homocigotos para el
alelo FCGR2A-H131 *. Y, en un estudio publicado en 2008, Yuan et al
observaron que el genotipo FCGR2A-R/R131 estaba asociado con el
desarrollo de enfermedad invasora por S. pneumoniae en pacientes
pediatricos ?_ Basado en estos datos, se ha sugerido que el SNP FCGR2A-
H131R podria jugar un papel importante en la susceptibilidad a la infeccién
por S. pneumoniae y otras bacterias encapsuladas. Sin embargo, esta
hipétesis sélo se ha analizado en estudios que han incluido escaso namero
de pacientes y los resultados obtenidos han sido, cuando menos,

56 57

controvertidos . Asi pues, existe plausibilidad biol6gica, existen estudios

funcionales convincentes y esta poco estudiado en pacientes con NAC.
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2.- HIPOTESIS.

Dado que:

1. La variante FcyRlla-H131 es el unico FcyR capaz de interaccionar

de manera eficiente con la 1gG,.

2. Los neutréfilos de los sujetos homocigotos para el alelo FCGR2A-
R131 presentan una capacidad significativamente menor para
opsonizar a las bacterias encapsuladas que los polimorfonucleares

de los sujetos homocigotos para el alelo FCGR2A-H131.

Se plantean las siguientes hip6tesis de trabajo:

1. El genotipo FCGR2A-R/R se asocia a una mayor susceptibilidad a
la NAC.

2. El genotipo FCGR2A-R/R se asocia a un peor pronéstico en
pacientes con NAC.

3. El genotipo FCGR2A-R/R se asocia a una mayor predisposicion a

bacteriemia en pacientes con NAC.

Ademas, estas mismas hip6tesis se asumiran en aquellos pacientes con

infecciéon demostrada por S. pneumoniae.
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3.- OBJETIVOS.

En el presente estudio evaluamos la potencial asociacion del SNP
FCGR2A-H131R con la gravedad y mortalidad de la NAC y con la

susceptibilidad a la misma, particularmente en la NAC neumocoécica

(NNAC), en un amplio grupo de pacientes adultos. Para ello, se establecen

los siguientes obijetivos:

1. Para la hipotesis 1.

Establecer y comparar las frecuencias génicas y genotipicas del gen

FCGR2A en el grupo de pacientes con NAC y en el grupo de

controles.

a.

Para poder excluir un potencial efecto de confusion debido
al desequilibrio de ligamiento entre el SNP FCGR2A-H131R
y otros SNP funcionalmente relevantes de los genes
FCGR3A y FCGR3B, se medira el grado de desequilibrio de
ligamiento entre estas variantes en controles sanos de
nuestra poblacion.

Ademas, se establecerdn las frecuencias alélicas y
genotipicas de los genes FCGR3A y FCGR3B en
subgrupos de las poblaciones de pacientes y controles,
para comprobar que no haya influencia en los resultados.
Los subgrupos tendran una distribucion similar a la

poblacién total, categorizados por hospital de origen.

2. Para la hipotesis 2.

Establecer y comparar las frecuencias génicas y genotipicas del gen
FCGR2A:

a.

En el grupo de pacientes con NAC clasificados como
graves.
En el grupo de pacientes con NAC clasificados como “no

graves’.
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3. Para la hipotesis 3.
Establecer y comparar las frecuencias génicas y genotipicas del gen
FCGR2A:
a. En el grupo de pacientes con NAC que presentan
bacteriemia.
b. En el grupo de pacientes con NAC que no presentan

bacteriemia.

Ademas, estos mismos objetivos se asumiran en aquellos pacientes con

infeccion demostrada por S. pneumoniae.
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4.- MATERIAL Y METODOS.

4.1.- Tipo de estudio.

Estudio multicéntrico, prospectivo y observacional. En el presente
estudio se han incluido pacientes hospitalizados por NAC entre mayo de
2003 y mayo de 2009 en cuatro hospitales de Espafia: Hospital Universitario
Dr. Negrin, de Las Palmas de Gran Canaria; Hospital Universitario de La
Princesa, de Madrid; Hospital Clinico Universitario, de Valencia; y Hospital
General San Jorge, de Huesca.

4.2.- Poblacion.

4.2.1.- Casos.

a) Criterios deinclusion.

Se incluyeron pacientes adultos que ingresaron en los
cuatro hospitales participantes en el proyecto, con el diagnostico de
NAC. Este diagnoéstico se establecié en presencia de sintomas y
signos de infeccion de vias aéreas inferiores, junto con la aparicion
de un infiltrado radiolégico nuevo y sin otros diagndsticos
alternativos durante el seguimiento. Como requisito indispensable
para el diagnostico de NAC los pacientes no podian haber sido
hospitalizados, al menos, en los diez dias previos al episodio actual.
Con el fin de homogeneizar el estudio, Gnicamente se incluyeron

pacientes espafioles de origen caucasico.

b) Criterios de exclusion.

Se excluyeron los pacientes con inmunodepresion grave,
tales como inmunodeficiencias primarias, neutropenia significativa
(<1,0 x 10°%L), o infectados por VIH, trasplantados de médula 6sea o
de drgano solido, o tratados con esteroides sistémicos a dosis
superiores a 20 mg de prednisona o su equivalente al dia durante

dos semanas 0 mas. También se excluyeron los pacientes con NAC
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como evento terminal de una enfermedad crénica y progresiva, los

pacientes con tuberculosis y los pacientes con neumonia obstructiva

por neoplasia. Fueron excluidos los pacientes extranjeros, los

pacientes espafioles no caucasicos y los pacientes espafioles cuyos

antecesores fueran extranjeros.

4.2.2.- Controles.

Procedentes de los cuatro hospitales participantes y con las

mismas caracteristicas étnicas que los pacientes con NAC

(Unicamente se incluyeron para el andlisis controles espafioles de

origen caucasico) y reclutados a partir de dos grupos seleccionados:

a) Controles sanos de la poblacion general. Constituido por

voluntarios sanos no emparentados genéticamente, captados

entre donantes de sangre y/o de médula 6sea.

b) Controles pacientes. Formado por pacientes sin historia previa

relevante de infecciones respiratorias, no relacionados

genéticamente.

4.3.- Definiciones.

36

4.3.1.- Etiologia de la neumonia:

a) De presuncion: cuando en una muestra de esputo valida se

observo una bacteria predominante.

b) Definitiva:

cuando se obtuvo un hemocultivo positivo para cualquier
bacteria u hongo patdégenos sin otro foco aparente;

cuando se recuperd un patdogeno de muestras obtenidas
con puncién transtoracica o en liquido pleural;

cuando se produjo una seroconversién con aumento de, al
menos, cuatro veces el titulo inicial de IgG para

Chlamydophila  pneumoniae, = Chlamydophila  psittaci,
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Legionella pneumophila, Coxiella burnetii y virus
respiratorios;

- cuando se obtuvo un titulo inicial de IgM > 1:32 para
Chlamydophila pneumoniae, 1:80 para Coxiella burnetii, y
cualquier titulo para Mycoplasma pneumoniae;

- cuando se obtuvo un antigeno urinario positivo para
Legionella pneumophila o para S. pneumoniae;

- cuando se obtuvieron recuentos > 10° unidades formadoras
de colonias (ufc)/mL en muestras de catéter telescopado o
biopsia pulmonar y > 10* ufc/mL en lavado broncoalveolar.

4.3.2.- Neumonia neumocécica no bacteriémica (NNAC-NB): su

diagnostico se basé en los resultados negativos de los hemocultivos

antes de recibir tratamiento antibiotico en el hospital y al menos uno de

los siguientes criterios:

a)

b)

claro predominio de cocos lanceolados grampositivos
agrupados en cadenas o en parejas, sin otros microorganismos
en muestras de esputo o aspirados tragueobronquiales; dichos
especimenes debian contener >20 neutréfilos y <10 células

epiteliales escamosas por campo de bajo aumento;

crecimiento significativo de S. pneumoniae en el cultivo, sin

otros patégenos probables;
liquido pleural con crecimiento de S. pneumoniae;
antigeno urinario positivo para S. pneumoniae;

crecimiento bacteriano de > 10° ufc/mL de S. pneumoniae en
especimenes de catéter telescopado o biopsia pulmonar, y/o

>10* ufc/mL en lavado broncoalveolar.

4.3.3.- Neumonia neumocécica bacteriémica (NNAC-B): se definira

cuando haya, al menos, un hemocultivo positivo para S. pneumoniae.
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4.3.4.- NAC grave: se establecera su diagnéstico cuando el paciente

con NAC cumpla al menos tres de los siguientes criterios menores de
la ATS/IDSA ":

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)

i)

frecuencia respiratoria > 30 x’;

insuficiencia respiratoria grave (PaO,/FiO, < 250);
afectacion radiografica multilobar en la radiografia de térax;
confusion/desorientacion;

uremia (BUN > 20 mg/dL o urea > 42.9 mg/dL);

leucopenia (< 4000 células/pL);

trombopenia (< 100000 células/pL);

hipotermia (T2 central < 36°C);

hipotensién que requiera resucitacion agresiva con fluidos

intravenosos.

O, al menos, uno de los siguientes criterios mayores:

a)

b)

necesidad de ventilacion mecanica;

shock séptico con necesidad de drogas vasoactivas durante

mas de 4 horas.

Dado que se trata de un estudio prospectivo iniciado en 2002, en un

principio se siguieron los criterios publicados por la ATS en 2001 %8

entre los que también se encontraban los siguientes, como criterios

mayores:

a)

b)

incremento > 50% del tamafio de los infiltrados radiologicos sin

respuesta clinica en las ultimas 48 horas;

creatinina sérica > 2 mg/dL o incremento de > 0.5 mg/dL en un
paciente con enfermedad renal previa o fracaso renal agudo con

necesidad de dialisis.
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Ademas, los pacientes fueron clasificados en funcién de su
gravedad (sepsis, sepsis grave, shock séptico, sindrome de distrés
respiratorio agudo, fracaso multiorganico o muerte con cualquiera de
estos diagnosticos) de acuerdo con las definiciones aceptadas

internacionalmente >° ®° ©*,

4.3.5.- Sepsis: cualquier infeccion documentada 6 sospechada con uno

6 mas de los siguientes criterios:
a) Fiebre 6 hipotermia (T2 central > 38’3°C ¢ < 36°C)
b) Taquicardia (FC > 90 x’)
c) Taquipnea (FR > 30 x)
d) Alteracion de la consciencia
e) Edema 6 balance hidrico (+) > 20 mL/kg en 24h

f) Hiperglucemia en ausencia de diabetes (glucosa plasmética >
120 mg/dL)

g) Leucocitosis 6 leucopenia (> 12.000/mm?® 6 < 4.000/mm3) o]

recuento normal con > 10% de formas inmaduras
h) Niveles plasmaticos altos de P’"C’R 6 Procalcitonina

4.3.6.- Sepsis grave: episodio de sepsis acompafiado de disfuncién

organica, hipoperfusion 6 hipotension atribuible a la sepsis:
a) Hipoxemia, con PaO,/FiO, < 300 mmHg

b) Oliguria aguda (diuresis < 0’5 mlL/kg/h durante al menos 2

horas, a pesar de una adecuada resucitacion con fluidos)
¢) Creatinina: incremento > 0’5 mg/dL 6 valor absoluto > 2 mg/dL
d) Transtornos de la coagulacion (INR > 1’5 6 TTPa > 60 seq)

e) Trombocitopenia < 100.000/mm?
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f)  Hiperbilirrubinemia (bilirrubina > 4’0 mg/dL)
g) Hiperlactacidemia (lactato > 3 mmol/L 6 > 27 mg/dL)

h) Hipotensién arterial (PAS < 90 mmHg, PAM < 70 mmHg 6
descenso de la PAS > 40 mmHg)

i) SvO, > 70% 06 indice cardiaco > 3’5 L/min/m?

4.3.7.- Shock séptico: hipotensidn arterial persistente que no pueda ser

explicada por otras causas diferentes a la sepsis y que no se recupera a

pesar de la adecuada resucitacion con volumen.

4.3.8.- Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA): se establecié
su diagnéstico de acuerdo con las definiciones aceptadas

internacionalmente %, cuyos criterios clasicos son:
a) Fallo respiratorio
b) Presentacién aguda (< 72 h)
¢) Infiltrados radioldgicos bilaterales
d) PaO,/FiO, <200 mmHg

e) Ausencia de presiones de corazon izquierdo elevadas [PEP <
18 mmHg 6 sin signos clinicos de hipertension de auricula
izquierda (Al)]

4.3.9.- Insuficiencia respiratoria aguda (IRpA):

a) Definicidn conceptual: fracaso del aparato respiratorio en su

funcion de intercambio de gases, necesaria para atender la

actividad metabdlica del organismo.

b) Definicién gasométrica: cuando la PaO, es menor de 60 mmHg

y/6 la PaCO, es mayor de 45-50 (dependiendo de si se trata de

individuos sin o con insuficiencia respiratoria crénica).
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¢) Agqudeza / cronicidad: se define por la anamnesis (si se conoce

perfectamente su cronologia) 6 valorando la existencia de

mecanismos de compensacion en la crénica:
- aumento de la ventilacién/minuto,
- policitemia y aumento de la cantidad de hemoglobina,

- disminucién de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno

a causa de un aumento del 2,3 difosfoglicerato y
- vasoconstriccion pulmonar.

4.3.10.- Insuficiencial/fracaso renal agudo (FRnA) fue definido como
una produccion de orina menor de 20 mL/h durante dos horas
consecutivas y/6 unos niveles de creatinina mayores 6 iguales a 2
mg/dL en pacientes con funcién renal previamente normal o un aumento
de dichos niveles > 0.5 mg/dL en pacientes con enfermedad renal

cronica.

4.4 .- Recogida de datos.

Los datos demogréficos, clinicos y de laboratorio de pacientes y
controles fueron recogidos, ademas de por el doctorando, por otros
investigadores asociados. Se realizd entrevista directa con el paciente (o
con su familiar, en caso de imposibilidad manifiesta) y revision de la historia
clinica en dos tiempos: durante su ingreso hospitalario y al cabo de, al
menos, 100 dias de su alta. Para su registro se utilizé una hoja de recogida
de datos previamente disefiada a tal efecto. Se estableci6é la presencia o
ausencia de los siguientes factores: lugar de residencia (asilo, domicilio o
sin techo), tabaquismo (paquetes/afio), consumo de alcohol (g/dia) u otras
drogas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma,
bronquiectasias, enfermedad cardiovascular, diabetes mellitus, enfermedad
renal o hepética crénica, enfermedad neurolégica, sospecha de aspiracion,

disfunciones deglutorias, uso previo de betalactamicos, uso de
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glucocorticoides u otras drogas inmunosupresoras, infeccion por el virus de
la inmunodeficiencia humana, enfermedad inmune, esplenectomia,
neumonia o infecciones respiratorias previas, y hospitalizaciones en los
Ultimos tres meses anteriores.

También se registraron las complicaciones que aparecieron en los
siguientes 30 dias de la presentacién de la NAC. En ellas se incluyeron:
cualquier empeoramiento de las enfermedades de base del paciente y/o la
presencia de shock (presion arterial sistélica < 90 mmHg no corregida por
liqguidos intravenosos, o0 que requiriera medicacibn vasopresora);
coagulacion intravascular diseminada; insuficiencia renal (creatinina sérica
>1,5 mg/dL y/o urea >40 mg/dL en pacientes con funcién renal previa
normal); insuficiencia respiratoria (PaO,/FiO, < 300 mmHg, o < 200 mmHg
cuando se tratase de pacientes con EPOC); y metastasis sépticas
(meningitis, empiema, artritis séptica, endocarditis, pericarditis purulenta,
otitis). También se registré la necesidad de traslado del paciente a la UMI,
ventilacion mecénica y mortalidad a los 30 dias de la presentacion, duracién
del tratamiento antibidtico (oral e intravenoso), su adecuacion a las

recomendaciones SEPAR y la duracién de la estancia hospitalaria.

La gravedad de la NAC fue evaluada por medio del indice de
gravedad de la neumonia 6 pneumonia severity index (PSI) y se midio
usando la escala de Fine ®. En los pacientes que requirieron ingreso en la
unidad de medicina intensiva (UMI), y sélo en ellos, la gravedad del proceso
fue evaluada por medio del Acute Phisiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE) Il Score, tomando el peor valor obtenido en las primeras
veinticuatro horas en la UMI.

La deteccién del antigeno de S. pneumoniae en orina se realiz6é
utilizando un test de inmunocromatografia comercial (Binax NOW, Inverness
Medical, Scarborough, ME). Se obtuvieron cultivos de sangre de todos los

pacientes ingresados.
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4.5.- Estudio genético.

4.5.1.- Determinaciones genéticas.

Todas las determinaciones de laboratorio, tanto el procesamiento de

las muestras bioldgicas como la extraccion de ADN vy el tipaje de los
genes FCGR2A, FCGR3A y FCGR3B, se realizaron en la Unidad de

Inmunologia del Hospital Universitario de Gran Canaria Doctor Negrin,

de Las Palmas de Gran Canaria.

4.5.2.- Extraccion del ADN gendémico.

De cada individuo a estudio se obtuvo una muestra de entre 5y 10

mL de sangre venosa anticoagulada en un tubo con EDTA. Esta se

procesé de acuerdo con el protocolo estandar de extraccién por fenol-

cloroformo, modificado de Blin y Stafford (1976) o4 que se describe a

continuacion:

a) Aislamiento y lavado de las células blancas:

1.

a la sangre total de cada individuo se le afiadié tampén
de lisis de células rojas hasta un volumen de 50 mL.

se centrifug6 a 600 xg durante 10 minutos.

se decanté el sobrenadante.

se repitié el lavado dos veces mas.

b) Lisis de las células blancas y obtencion de la fase acuosa:

1.

se resuspendid el precipitado resultante del proceso
anterior en 4 mL de solucion de lisis.

se incubd en agitacion a 42°C hasta el dia siguiente.
tras ese tiempo, se afiadieron 4 mL de
fenol/cloroformo/isoamilico y se puso en agitacion a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

la muestra se centrifug6 a 1700 xg durante 10 minutos
la fase superior resultante (acuosa) se paso a otro tubo
y se repitid el proceso; la fase inferior (organica) se

desechd.
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c) Obtencion del precipitado:

1.

se afiadieron 4 mL de cloroformo/isoamilico a la fase
superior obtenida y se puso en agitacion a temperatura
ambiente durante 7 minutos.

se centrifugd a 1200 xg durante 5 minutos.

se volvié a rescatar la fase superior acuosa y se repitio
el proceso.

se afiadieron 300 pL de NaCl 3M y 4 mL de
isopropanol, mezclando todo suavemente (por
inversion) hasta la aparicion del precipitado.

el precipitado se extrajo a otro tubo y se lavo durante 30
minutos en etanol frio al 70%.

tras lo anterior, se dejé secar a temperatura ambiente

hasta el dia siguiente.

d) Finalizacion del procedimiento:

1.

al precipitado ya seco se le afiadieron 500 pL de tris-
EDTA (TE) 1/0.1 y se puso a rotar en un agitador orbital
en dias sucesivos hasta su resuspension.

se realizd espectrofotometria a los ADN asi
resuspendidos para medir tanto su concentracién como
su pureza.

se ajustd la concentracion de ADN a 100 pg/mL

afadiendo el TE 1/0.1 necesario.

4.5.3.- Genotipado.

Los genotipados fueron realizados utilizando pequefias

modificaciones de procedimientos descritos con anterioridad: para
FCGR2A-H131R (rs1801274) ® % FCGR3A-V158F (rs396991),
FCGR3B-NA1/NA2 (rs200688856) y FCGR3B-SH (rs5030738) ® °7 %,
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a) Tipaje del gen FCGR2A. (La precision del método de
genotipado para el FCGR2A fue confiirmada mediante
secuenciacion directa).

1. Amplificado (reaccion en cadena de la polimerasa o
PCR).

I. Primers: (Los primers se resuspenden en 500
ML y se ajustan a 10 uM)

- 5-GGAAAATCCCAGAAATTCTCGC-3
- 5 -CAACAGCCTGACTACCTATTACGCGG-3

Il. Condiciones:

- Buffer (10x): 2.5 L
- MgCl,: 1.5 uL
- dNTPmix (de 2.5 mM): 2 uL

- Primer directo (10 pg/mL): 1L

- Primer reverso (10 pg/mL): 1uL

- AmpliTaq polimerasa Perkin Elmer (5 U/pL):

0.17 yL
- H,0: 14.83 L

- Volumen total: 23 pL de mix + 2 yL ADN
(200 pL/mL)

Ill. Programa del termociclador (Termociclador
PTC-100-3, de MJ Research):

(ver en la pagina siguiente)
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TEMPERATURA (°C) TIEMPO
95 5 min.
TEMPERATURA (°C)
TIEMPO
94 14 seq.
57 30 seg.
72 40 seg.
TEMPERATURA (°C) TIEMPO
72 10 min.
TEMPERATURA (°C) TIEMPO
4 30 min.

IV. Visualizacion.

Se corren 8 pL de amplificado en gel de
agarosa al 2%; el cual se tifie con bromuro de
etidio (0.005%) y se \visualiza en un
transiluminador de luz UV:

e Producto de amplificado de 331 pares de

bases (pb).

Digestion (analisis de los polimorfismos en la

longitud de los fragmentos de restriccion o RFLP).

I. Condiciones de corte:

- Enzima de restriccién: Bstu-l (New England

BioLabs)
- Temperatura: 65°C
- Tiempo: 120 min.
- H,0: 4 uL
- Buffer (10x): 2 uL
- Bstul: 4 uL
- Amplificado: 8 uL

- Volumen total: 10 yL mix + 8 yL amplificado
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Il. Visualizacién.

El total del producto de corte se corre en gel de
poliacrilamida al 6%, el cual se tifie con bromuro
de etidio (0.005%); las bandas se visualizan en
un transiluminador de luz UV:

e Corte con Bstu-lalelo R: 282 pb

e No corte con Bstu-| alelo H: 301 pb

RR HR HR HR HH No corte M’

Figura 4.- FCGR2A. Gel de electroforesis que muestra el patron de bandas obtenido tras el

analisis por RFLP (analisis de los polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion) del producto de amplificado de 331 pb mediante la enzima de restriccién Bstu-l.
La fotografia corresponde a un gel de poliacrilamida al 6% tefiido con bromuro de etidio.

(HH: homocigoto H. HR: heterocigotos. RR: homocigoto R. M’: marcador de peso molecular. pb:
pares de bases)

b) Tipaje del gen FCGR3A.

1. Primers: (Los primers se resuspenden en 500 L y se
ajustan a 10 uM)
— FCGR3A-F3R: 5-GCGGGCAGGGCGGCGGGGGC
GGGGCCGGTGATGTTCACAGTCTCTGATCACAC
ATTTTTACTCCCATA-3

a7
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FCGR3AF: 5 -TCCAAAAGCCACACTCAAAGTC-3’
FCGR3A-V3R: 5-AGACACATTTTTACTCCCATC-3

Condiciones:

Primer-AF (10 uM):
Primer-F3R (10 pM):
Primer-V3R (10 uM):
Mix SYBR GREEN:
Cl, Mg (25 mM):
H,O:

Volumen total:

1.5puL

1.65 pL

0.9 pL

1.0 pL (10 pL del tubo 1a en el 1b)
0.8 uL

2.15 uL

8 uL + 2 yL ADN.

Programa del termociclador (Roche LigthCycler):

DESNATURALIZACION

(1 CICLO)
TEMPERATURA (°C) TIEMPO °C
95 00:05:00 20
AMPLIFICACION
(35 CICLOS)
TEMPERATURA (°C) TIEMPO °C
95 20 seg. 20
57 20 seg. 20 (SINGLE)
72 30 seg. 5
MELTING (MELTING CURVES)
(1 CICLOS)
TEMPERATURA (°C) TIEMPO °C
72 0 20
99 0 0.05 (STEP)
ENFRIAMIENTO
(1 CICLO)
TEMPERATURA (°C) TIEMPO °C
40 30 seg. 20
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Calculation Method
" Linear
¢ Linear with Background Correction
@ Polynomial
€ Polynomial with Background Carrection
LR i R |
—— 1 9B40FF
2 97I8FF
2 10838VF
—— 4 10883WW
—— 5 10943VF
—— 6 14680 W

Figura 5.- FCGR3A. Gréfica de LightCycler (PCR en tiempo real) que muestra el

patrén de distribucién de alelos.

c) Tipaje del gen FCGR3B (PCR).

= Primers:

- FCGR3BNA1D:5-CTCAATGGTACAGGGTGCTC-3’
(NA1D)

- FCGR3BNAIL1R: 5-GGCCTGGCTTGAGATGAGGT-3
(NA1LR)

- FCGR3BNA2D: 5-CTCAATGGTACAGCGTGCTT-3
(NA2D)

- FCGR3BNAZ2R: 5-CACCTGTACTCTCCACTGTCG
TT-3" (NA2R)

- HGH1D: 5'-GCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3

- HGH2R: 5-CTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC-3"

- FCGR3BSHD: 5 -AAGATCTCCCAAAAGGCTGTG-3
(SHD)

- FCGR3BSHR: 5-ACTGTCGTTGACTGTGTCAT-3
(SHR)
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1. NA1/NA2:

I. Condiciones (en 2 pocillos distintos, uno para
NA1 y otro para NA2):

- HO: 14.65 pL

- Buffer (10x): 2.5 uL (1x)

- dNTP mix: 2 yuL (0.2 mM)

- MgCly: 1.5 uL (1.5 mM)

- NA1D/NA2D: 0.8 pL (0.32 uM)

- NAL1R/NAZ2R: 0.8 pL (0.32 uM)

- HGH1D: 0.8 pL (0.32 uM)

- HGHZ2R: 0.8 pL (0.32 uM)

- AmpliTaqg polimerasa Perkin Elmer: 0.15 yL
(0.75 V)

- Volumen total: 24 pyL + 1 yL ADN (a 100 pg /mL)

Il. Programa del termociclador (Perkin-Elmer

9600):
= 940 5 min
S L 1 min
I ¥ A 1 min. x 30
= T20 1 min
- T20 5 min

Il. Visualizacion.

El producto obtenido se corre en gel de
agarosa al 2%, el cual se tifie con bromuro de
etidio (0.005%) vy se \visualiza en un

transiluminador de luz UV:

Tamafio:
¢ NAI1D+NAIR: 118 pb
¢ NA2D+NAZ2R: 171 pb

e HGH1D+HGHZ2R (control): 428 pb
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428 pb

118 pb

M 1 2 3

Figura 6.- ECGR3b: andlisis para NAl. Gel de electroforesis que muestra el patrén de
bandas obtenido tras amplificacién por PCR-SSP (amplificaciéon por reaccién en cadena
de la polimerasa con polimorfismo de cadena sencilla). Las calles 1 y 2 son negativas
para NA1, mientras que la calle 3 es positiva. La fotografia corresponde a un gel de agarosa
al 2% tefiido con bromuro de etidio. (M’: marcador de peso molecular. pb: pares de bases.).

<—— 428pb

<«— 171pb

M 1 2

Figura 7.- FCGR3b: andlisis para NA2. Gel de electroforesis que muestra el patron de

bandas obtenido tras amplificacién por PCR-SSP (amplificacion por reacciéon en cadena
de la polimerasa con polimorfismo de cadena sencilla). La calle 1 es positiva para NA2,
mientras que la calle 2 es negativa. La fotografia corresponde a un gel de agarosa al 2%
teflido con bromuro de etidio. (M’: marcador de peso molecular. pb: pares de bases.).
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Condiciones:

H,0: 14.65 pL

Buffer (10x): 2.5 uL (1x)

dNTP mix: 2 pL (0.2 mM)

Mg Cls: 1.5 uL (1.5 mM)
SHD: 1.25 pL (0.5 mM)
SHR: 1.25 pL (0.5 mM)
HGH1D: 0.32 pL (0.128 mM)
HGH1R: 0.32 pL (0.128 mM)

AmpliTaq polimerasa Perkin EImer:  0.16 uL
(8U)

Programa del termociclador (Perkin-Elmer

9600):
950 i, 5 min
959 e 30 seg
(S0 ST 1 min. x 30
710 i, 30 seg
T2°. e, 5 min

Visualizacion.

El producto obtenido se corre en gel de

agarosa al 2%, el cual se tifie con bromuro de

etidio  (0.005%)

se visualiza en un

transiluminador de luz UV:

Tamaifo:

e SHD+SHR:

191 pb

e HGHI1D+HGH2R (control): 428 pb

52



Material y Métodos
Estudio genético
Aspectos éticos
Tamarfio muestral

428 pb

191 pb

M 1 2

Figura 8.- FCGR3b: analisis para SH. Gel de electroforesis que muestra el patrén de
bandas obtenido tras amplificacién por PCR-SSP (amplificaciéon por reaccién en cadena
de la polimerasa con polimorfismo de cadena sencilla). La calle 1 es positiva para SH,
mientras que la calle 2 es negativa. La fotografia corresponde a un gel de agarosa al 2%
teflido con bromuro de etidio. (M: marcador de peso molecular. pb: pares de bases.).

4.6.- Aspectos éticos.

El protocolo fue aprobado por los Comités locales de Etica en la
Investigacion de los cuatro hospitales. Para la inclusidon en el estudio se
recogid el consentimiento informado del paciente o, en caso de
imposibilidad por las caracteristicas clinicas del mismo, de sus familiares. La
investigacién que se expone en el presente manuscrito es conforme con la

declaracion de Helsinki.

4.7 .- Tamafo muestral.

En estudios previos de nuestro grupo se analizaron diez variantes

68 31 69

polimérficas . De acuerdo con los resultados obtenidos, asumimos
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para nuestra poblacién frecuencias alélicas de 0.489 para FCGR2A-131H y
de 0.511 para FCGR2A-131R; y asumiendo, también, una incidencia de
bacteriemia entre los pacientes con NNAC de 0’266 (n=319), el tamafo
muestral de nuestro estudio es suficiente para detectar el efecto del alelo
FCGR2A-131H sobre la susceptibilidad a la NAC, NNAC y NNAC-B con OR
de 1.24, 1.4 y 2.01 respectivamente y un umbral de significacion estadistica
de 0.003 con un poder estadistico del 80%. Igualmente, para la misma
significacion y poder estadisticos, nuestro estudio detectaria una asociacion
entre el alelo FCGR2A-131R y la NAC, la NNAC y la NNAC-B con OR de
1.23, 1.4 y 2 respectivamente.

4.8.- Analisis estadistico.

Después de excluir a los individuos doble heterocigotos, se calculo
el equilibrio de Hardi-Weinberg para el SNP FCGR2A-H131R con el
software Arlequin version 3.11 y el desequilibrio de ligamiento (LD, D’ y r?)
con el software Haploview version 4.1. Las variables cuantitativas se

presentaron usando la media aritmética + desviacién estandar (DS). La
distribuciéon de genotipos fue comparada usando el test de la xz, 0 el test

exacto de Fisher cuando fue preciso, y se calculd la odds ratio (OR) con un
intervalo de confianza del 95% (IC 95%). La relacién entre gravedad y
mortalidad con los genotipos fue evaluada por medio de analisis
multivariante ajustado por PSI, hospital de origen e ingreso en UMI; y
también por edad, sexo, hospital de origen, comorbilidades y admision en
UMI. Las tasas de superviviencia se estimaron usando el método de
Kaplan-Meier y su comparacion con los genotipos fue realizado por medio
del test log-rank. Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa SPSS
15.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL.). El poder estadistico y la sensibilidad de los
test fueron calculados con QUANTO 1.2.

54



5.- RESULTADOS.

1. Estudio clinico-demogréfico

2. Estudio genético






Resultados
Estudio clinico-demografico

5.- RESULTADOS.

5.1.- Estudio clinico-demogréafico.

5.1.1.- Poblacién control.

Nuestro grupo control estaba constituido por 1224 individuos
espafioles, caucasicos, procedentes de los cuatro hospitales de
reclutamiento del estudio. Su edad media fue de 63.2 + 17.95 afos
y su distribucion por sexos fue de 65.8% hombres frente al 34.2%
de mujeres. Su distribucién demografica en cuanto a edad y sexo
fue similar a la del grupo de pacientes con NAC. En cuanto al resto
de caracteristicas clinico-demograficas, por los propios criterios de

inclusién en el grupo control no tienen relevancia en el estudio.

5.1.2.- Grupo de pacientes.

a) Distribucidon demografica.

Formado por 1262 pacientes espafioles de raza caucasica
procedentes de los cuatro hospitales de origen. Su edad media fue
de 64.79 = 17.35 afos y su distribucién por sexos fue de 68.4%

hombres frente al 31.6% de mujeres (tabla 2).

b) Caracteristicas clinicas previas.

Del total de pacientes, s6lo el 33.5% no presentaba ninguna
comorbilidad conocida. En el resto (839 pacientes) se describe, al
menos, una de las comorbilidades consideradas en el estudio
(tablas 2 y 3). Las comorbilidades mas frecuentes fueron EPOC
(28.4%) y diabetes (22.3%).
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Tabla 2.- Caracteristicas clinico-demograficas de los pacientes con NAC.

N=1262
Caracteristicas Media £ DS
Edad 64.79 £17.35
n (%) *
Sexo
Hombre 863 (68.4)
Mujer 399 (31.6)
Comorbilidades’
No 423 (33.5)
EPOC 358 (28.4)
Asma 64 (5.1)
Neoplasia 130 (10.3)
Cardiopatia isquémica 132 (10.5)
Diabetes 282 (22.3)
Insuficiencia renal 88 (7.0)
Insuficiencia hepatica 75 (5.9)
Patologia neuroldgica 163 (12.9)
Patologia autoinmune 32 (2.5)
Patologia psiquiatrica 9 (0.7)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total.
T Algunos pacientes tienen mas de una comorbilidad.

(DS: desviacion estandar. EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica. N: nimero total de
individuos. n: numero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NAC: neumonia
adquirida en la comunidad)
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c) Microbiologia.

Se obtuvo confirmacidon microbiolégica de la NAC en 524
pacientes (41.5%). El agente etiologico mas frecuente fue S.
pneumoniae (319; 25.3% del total de pacientes con NAC y 60.8%
de aquellos en que se encontr6 microorganismo causal).
Pseudomonas aeruginosa fue aislado en 26 pacientes (2.1%),
Haemophilus influenzae en 19 pacientes (1.5%) y Staphylococcus
aureus en 24 pacientes (1.9%). Se identificaron otros
microorganismos causales en 136 pacientes (tabla 4). En 35
pacientes (6.6%) se identific6 mas de un agente etiolégico y se
obtuvieron hemocultivos positivos en 118 pacientes (9.4 %). El
95’6% de los pacientes recibieron tratamiento antibiotico empirico
de acuerdo con las guias de la ATS/IDSA © % "7
NNAC-B en 85 pacientes (26.6% de las NNAC) y el antigeno
urinario de S. pneumoniae fue detectado en el 83% de los pacientes
con NNAC (tabla 5).

. Se diagnostico
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Tabla 4.- Caracteristicas microbioldgicas de los pacientes con NAC.

L . S N = 1262
Caracteristicas microbiol6égicas n (%)
Determinacién de microorganismo

Si 524 (41.5)
No 738 (58.5)
Aislados
Monomicrobiana 489 (93.3)
Polimicrobiana 35 (6.67)
Bacteriemia
Si 118 (9.4)
No 1144 (90.6)
Tratamiento concordante con ATS/IDSA
Si 1206 (95.6)
No 56 (4.4)
o . . N =524
Distribucion de microorganismos n (%"
Streptococcus pneumoniae 319 (60.9)
Pseudomonas aeruginosa 26 (5.0)
Haemophilus influenzae 19 (3.6)
Staphylococcus aureus 24 (4.6)
Otros * 136 (26.0)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

#  Legionella pneumophyla, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Chlamydophila

pneumoniae, Proteus mirabilis, Streptococcus pyogenes, Nocardia asteroides, Fusobacterium,
Enterococcus faecalis, Acinetobacter baumannii, Peptostreptococcus, Aeromonas caviae,
Coxiella burnetii, Pasteurella multocida, Corynebacterium, Staphylococcus coagulasa (-),
Serratia marcensens, Citrobacter diversus, Streptococcus milenii, Streptococcus acidominimus,
Streptococcus viridans, Moraxella catharralis, Stenotrophomonas maltophila, Streptococcus
sanguis, virus Influenza A, virus Varicela, virus Respiratorio Sincitial, virus influenza B, virus
parainfluenza.

(ATS/IDSA: Sociedad Americana del Térax (American Thoracic Society)/Sociedad Americana
de enfermedades infecciosas (Infectious Diseases Society of America). N: nimero total de

individuos. n: numero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NAC: neumonia
adquirida en la comunidad).
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Tabla 5.- Caracteristicas microbioldgicas de los pacientes con NNAC.

Caracteristicas microbiolégicas N =319
n (%) *
Bacteriemia
Si 85 (26.6)
No 234 (73.4)
Antigenuria Streptococcus pneumoniae
Si 265 (83.1)
No 54 (16.9)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

(NNAC: neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad. N: nimero total de individuos. n:
numero de individuos obtenido con esas caracteristicas)
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d) Estratificacién por gravedad.

En cuanto a la gravedad de la NAC, el 54.6% del total (624
pacientes) se clasificaron al ingreso hospitalario como de gravedad
moderada-alta (PSI IV-V) y 366 pacientes (29%) desarrollaron
formas graves de la sepsis (sepsis grave 6 shock séptico). Del total
de los pacientes con NAC, un 9.4% desarrollaron bacteriemia (118
pacientes), caracteristica que se considera como presentacion
clinica de gravedad.

Debido a su gravedad, 323 pacientes con NAC (el 25.6% del
total) requirieron ingreso en UMI; el resto (74.4%) ingresaron en una
planta de hospitalizacion convencional (PHC), bien en Neumologia,
bien en Medicina Interna. En cuanto a los pacientes del subgrupo
con NNAC, el 38.2% ingresaron en UMI y el 61.8% restante lo
hicieron en una PHC (tablas 6 y 7).

Es interesante el hecho de que la NNAC-B se asoci6 a una
mayor gravedad de la enfermedad, evaluada ésta como ingreso en
UMI, fracaso renal agudo, gravedad de la sepsis, SDMO y SDRA,
incluso en el analisis multivariante ajustado por PSI y hospital de
origen (tabla 8). El efecto de NNAC-B en la mortalidad no pudo ser
evaluado, dado que el escaso numero de pacientes fallecidos

(n=19) no permitié disponer del suficiente poder estadistico.
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Tabla 6.-

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total
TPacientes sépticos que no retinen criterios de “sepsis grave” ni de “shock séptico”.

(FRnA: insuficiencia/fracaso renal agudo. n: numero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en la comunidad. PSI: indice de severidad de la
neumonia (pneumonia severity index). SDMO: sindrome de disfuncién multiorganica. SDRA:
sindrome de distrés respiratorio agudo. UMI: Unidad/Servicio de Medicina Intensiva)
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Caracteristicas clinicas de los pacientes con NAC.

Caracteristicas NZlZG?
n (%)

Ingreso en UMI

No 939 (74.4)

Si 323 (25.6)
PSI

(]| 638 (50.6)

\VAY; 624 (49.4)
SDRA

No 1209 (95.8)

Si 53 (4.2)
Bacteriemia

No 1144 (90.6)

Si 118 (9.4)
Sepsis

Sepsis no grave' 896 (71.0)

Formas graves de sepsis 366 (29.0)
SDMO

No 1102 (87.3)

Si 160 (12.7)
FRNA

No 946 (75.0)

Si 316 (25.0)
Mortalidad a los 28 dias

No 1202 (95.2)

Si 60 (4.8)
Mortalidad a los 90 dias

No 1176 (93.1)

Si 86 (6.8)




Tabla 7.--
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Caracteristicas clinicas de los pacientes con NNAC.

Caracteristicas N:319*
n (%)

Ingreso en UMI

No 197 (61.8)

Si 122 (38.2)
PSI

(]| 157 (49.2)

\VAY; 162 (50.8)
SDRA

No 293 (91.8)

Si 26 (8.2)
Bacteriemia

No 234 (73.4)

Si 85 (26.6)
Sepsis

Sepsis no grave' 187 (58.6)

Formas graves de sepsis 132 (41.4)
SDMO

No 262 (82.1)

Si 57 (17.9)
FRNA

No 218 (68.3)

Si 101 (31.7)
Mortalidad a los 28 dias

No 306 (95.9)

Si 13 (4.1)
Mortalidad a los 90 dias

No 300 (94.1)

Si 19 (5.9)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total

TPacientes sépticos que no retinen criterios de “sepsis grave” ni de “shock séptico”.

(FRnA: insuficiencia/fracaso renal agudo. n: numero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NNAC: neumonia neumocdécica adquirida en la comunidad. PSI: indice de
severidad de la neumonia (pneumonia severity index). SDMO: sindrome de disfuncion
multiorganica. SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo. UMI: Unidad/Servicio de
Medicina Intensiva)
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1. Escala PSlI.

En el total de las NAC, el valor del PSI (segln la escala de

Fine) calculado al ingreso fue de 119.97 + 38.16 para los
pacientes ingresados en UMI y de 99.18 + 37.17 en los
pacientes ingresados en una PHC. Clasificandolo por grados,
los de menor gravedad (I-1lI) supusieron el 50.6% mientras que
los de mayor gravedad (IV-V) fueron un 49.4%. Sin embargo,
existen marcadas diferencias si comparamos los pacientes
ingresados en UMI y con los ingresados en PHC: en los
ingresados en UMI los grados mas altos del Fine representaban
un 77.3%, frente al 52.9% de los ingresados en una PHC.

En el subgrupo de pacientes con NNAC, el Fine calculado al

ingreso fue de 120.92 + 39.66 para los pacientes ingresados en
UMI y de 89.15 + 32.64 para los pacientes ingresados en una
PHC. En el total de las NNAC, los grados mas bajos del Fine (I-
[ll) supusieron un 49.2%, frente al 50.8% de los grados mas
altos (IV-V) (tabla 9).

2. Escala APACHE-II.

Esta puntuacion sélo se calcula en pacientes que ingresan
en UMI, por tanto no se ha valorado en los pacientes
ingresados en una PHC. El valor del APACHE-II al ingreso en
UMI fue de 18.43 = 7.42 para la NAC total y de 19.64 + 7.51
para el subgrupo de pacientes con NNAC (tabla 9).

3. Bacteriemia.
El 9.4% de nuestras NAC fueron bacteriémicas mientras

que, en el subgrupo de las NNAC, se alcanza el 26.6% (tablas 6
y7)
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Tabla 9.- Comparativa de los valores de las escalas de Fine y APACHE-Il en los

distintos subgrupos de pacientes con NAC.

NNAC
NAC NnNAC (N=319)
(N=1262) (N=943) Total NNAC-NB | NNAC-B
(N=319) (N=234) (N=85)
n (%)* n (%)* n (%)* n (%)"* n (%)"*
i 638 481 157 121 36
(50.6) (51.0) (49.2) (51.7) (42.4)
PSI
Vv 624 462 162 113 49
(49.4) (49.0) (50.8) (48.3) (57.6)
(N=323) (N=201) (N=122) (N=72) (N=50)
Media + Media + Media + Media + Media +
DS* DS* DS* DS* DS*
18.43 + 17.77 19.64 + 18.90 + 20.70 +
APACRE 7.42 7.31 7.51 7.38 7.65

Los valores son: 1) para PSI, el nimero de individuos y el % sobre el total mostrado; y 2)
para APACHE-II, la media * la desviacion estandar (ANOVA)

(APACHE: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation. DS: desviaci6on estandar. N:
ndmero total de individuos de cada epigrafe. n: niumero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en comunidad. NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia neumocécica bacteriémica adquirida en la
comunidad. NNAC-NB: neumonia neumocécica no bacteriémica adquirida en la comunidad.
NnNAC: neumonia no neumocdcica adquirida en la comunidad. PSI: indice de severidad de la
neumonia (pneumonia severity index))

4. Estratificacién de la sepsis.

De los pacientes con NAC incluidos en el estudio, un 71.0%

tuvieron signos de sepsis no grave, de acuerdo con las
definiciones internacionalmente aceptadas >° ® ! (tabla 10). El
29.0% restante presentaron formas graves de sepsis (sepsis
grave + shock séptico) llegando a desarrollar shock séptico un
15.1% del total.
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Tabla 10 .- Distribucién de los distintos grados de sepsis en pacientes con
NAC y subgrupos de NNAC.

NNAC
NAC (N=319)
(N=1262) Total NNAC-NB | NNAC-B
(N=319) (N=234) (N=85)
n (%) * n (%) * n (%) * n (%) *
. 896 187 156 32
Sepsis no grave
(71.0) (58.6) (66.7) (37.6)
Formas graves 366 132 78 53
de sepsis (29.0) (41.4) (33.3) (62.4)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

(N: nimero total de individuos de cada epigrafe. n: nimero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en comunidad. NNAC: neumonia neumocdécica
adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia neumocécica bacteriémica adquirida en la
comunidad. NNAC-NB: neumonia neumocécica no bacteriémica adquirida en la comunidad.)

Sin embargo, en el subgrupo de pacientes con NNAC ese

porcentaje asciende al 41.4%, lo que parece indicar una mayor

gravedad de esta etiologia de NAC frente al resto (tabla 10).

Profundizando aun mas, dentro de las NNAC hay también

diferencias palpables dependiendo de si son bacteriémicas o

no: en las NNAC-B el porcentaje de pacientes que desarrollaron

formas graves aumenta hasta el 62.4%, frente al 33.5% que lo

desarrollaron en las NNAC-NB (en andlisis multivariante que
incluye hospital de origen y PSI, p=0.0000065; OR=4.4 1C9%

[2.31-8.39]) (tabla 8).
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Tabla 11.-

5. Insuficiencia/fracaso renal agudo (FRnA).

Los pacientes con NNAC-B desarrollan mas frecuentemente
FRNA que los no bacteriémicos: 48.2% vs. 25.6% (tabla 11);
que son valores estadisticamente significativos tanto en el
analisis bivariante como en el multivariante, con p=0.00015
(OR=2.67 [1.54-4.62]) y p=0.0024 (OR=2.49 [1.38-4.49])

respectivamente (tabla 8).

Comparativa del desarrollo de FRnA en pacientes con NAC y
subgrupos de NNAC.

NNAC
NAC (N=319)
(N=1262) Total NNAC-NB NNAC-B
(N=319) (N=234) (N=85)
N (%) * N (%) * N (%) * N (%) *
. 946 218 174 44
74.9 68.3 74.4 51.8
ERNA (74.9) (68.3) (74.4) (51.8)
Si 316 101 60 41
(25.1) (31.7) (25.6) (48.2)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

(FRnA: insuficiencia/fracaso renal agudo. N: ndmero total de individuos de cada epigrafe. n:
namero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en
comunidad. NNAC: neumonia neumocécica adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia
neumocacica bacteriémica adquirida en la comunidad. NNAC-NB: neumonia neumocdécica no

bacteriémica adquirida en la comunidad.)
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6. Sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA).

Entre todas las NAC estudiadas, el 4.2% desarrollaron un

SDRA, que se transforma en un 8.2% si hablamos de las NNAC

(tabla 12). Dentro de estas Ultimas hay una marcada diferencia

entre la NNAC-B y las NNAC-NB, a favor de las bacteriémicas
(15.3% vs. 5.6%; p=0.0102 y OR=3.04 con IC95% 1.30-7.11] en

el analisis multivariante) (tabla 8).

Tabla 12.- Comparativa del desarrollo de SDRA en pacientes con NAC

y subgrupos de NNAC.

NNAC
NAC (N=319)
(N=1262) Total NNAC-NB | NNAC-B
(N=319) (N=234) (N=85)
N (%)* N (%)* N (%)* N (%)*
NO 1209 293 221 72
95.8 91.85 94.4 84.7
SDRA (95.8) ( ) (94.4) (84.7)
i 53 26 13 13
(4.2) (8.15) (5.6) (15.3)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

(N: ndmero total de individuos de cada epigrafe. n: nUmero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en comunidad. NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia neumocécica bacteriémica adquirida en la
comunidad. NNAC-NB: neumonia neumocécica no bacteriémica adquirida en la comunidad.

SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo)
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7. Disfunciéon multiorganica.

El 12.7% de las NAC desarrollaron SDMO frente al 17.5%
de las NNAC (tabla 13) (p=0.0296, OR:1.47 [10.3-2.06]).
Cuando se analizan las NNAC se observa una significativa
diferencia en el desarrollo de SDMO a favor de los pacientes
bacteriémicos frente a los no bacteriémicos (30.6 vs. 13.3;
p=0.0005, OR=3.29 con IC95% [1.69-6.41] en el analisis
multivariante) (tabla 8).

Tabla 13.- Comparativa del desarrollo de SDMO en pacientes con NAC y
subgrupos de NNAC.

NNAC
NAC (N=319)
(N=1262) Total NNAC-NB | NNAC-B
(N=319) (N=234) (N=85)
N (%) * N (%) * N (%) * N (%) *
NO 1102 262 203 59
95.2 82.1 86.7 69.4
VS (95.2) (82.1) (86.7) (69.4)
S 160 57 31 26
(12.7) (17.9) (13.3) (30.3)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

(N: ndmero total de individuos de cada epigrafe. n: nUmero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en comunidad. NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia neumocécica bacteriémica adquirida en la
comunidad. NNAC-NB: neumonia neumocécica no bacteriémica adquirida en la comunidad.
SDMO: sindrome de disfuncién multiorganica)
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La mortalidad de nuestros pacientes con NAC a los 28 dias

fue del 4.75% y a los 90 dias del 6.81%. Si analizamos el
subgrupo de pacientes con NNAC fue del 4.07% y 5.96%

respectivamente. Estas diferencias entre los dos grupos de

neumonias no son significativas. El andlisis de las diferencias

de mortalidad entre los pacientes con NNAC bacteriémicas y no

bacteriémicas no ha sido posible por el escaso tamafio de las

muestras (tabla 14).

Tabla 14.- Comparativa de la mortalidad en pacientes con NAC y subgrupos de

NNAC.
NNAC
NAC (N=319)
(N=1262) Total NNAC-NB | NNAC-B
(N=319) (N=234) (N=85)
N (%) * N (%) * N (%) * N (%) *
NO 1202 306 224 82
o8 (95.24) (95.93) (95.73) (96.47)
dias o 60 13 10 3
4.75 4.07 4.27 3.53
Mortalidad ( ) ( ) ( ) ( )
NO 1176 300 220 80
90 (93.19) (94.04) (94.02) (94.12)
dias . 86 19 14 5
(6.81) (5.96) (5.98) (5.88)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado

(N: nimero total de individuos de cada epigrafe. n: nUmero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en comunidad. NNAC: neumonia neumocécica
adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia neumocécica bacteriémica adquirida en la
comunidad. NNAC-NB: neumonia neumocécica no bacteriémica adquirida en la comunidad.

NnNAC: neumonia no neumocdécica adquirida en la comunidad)
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5.2.- Estudio genético.

Tabla 15.-

5.2.1.- Caracterizacion genética de la poblacidon control.

Las frecuencias genotipicas del SNP FCGR2A-H131R en el

grupo de controles se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg

(p=0.7). Ademas,

confusion debido al desequilibrio de ligamiento entre el SNP
FCGR2A-H131R y otros SNPs funcionalmente relevantes de los
genes FCGR3A y FCGR3B * se midi6 el grado de desequilibrio de
ligamiento entre estas variantes en un subgrupo de 573 controles de
nuestra poblacién. No se observd desequilibrio de ligamiento de
FCGR2A-H131R con FCGR3A-V158F (D’=0.02, r’=0.021) ni con
FCGR3B-NA1/NA2 (D’=0.05, r’=0.001). (La distribucién de los

para poder excluir un potencial efecto de

distintos alelos en los tres genes se muestra en la tabla 15).

Frecuencias de los genotipos de los SNPs FCGR2A-H131R,

FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 en poblacién control sana.

(N = 1224)
Genotipos FCGR2A H/H H/R R/R
n (%)"* 284 (23.2) 630 (51.5) | 310 (25.3)
(N=528)
Genotipos FCGR3A F/IF FIV VIV
n (%)* 208 (39.4) 256 (48.5) 64 (12.1)
(N=573)
Genotipos FCGR3B 1/1 1/2 2/2
n (%)"* 49 (8.6) 252 (43.9) 272 (47.5)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3A: gen
del receptor 3A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3B: gen del receptor 3B
para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. N: nimero total de individuos de cada epigrafe.
n: nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. SNP: polimorfismo de un Unico

nucledétido (single-nucleotide polymorphism))
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5.2.2.- Caracterizacidon genética de la poblacién con neumonia.

a) Neumonia adquirida en la comunidad.

Las frecuencias genotipicas del SNP FCGR2A-H131R se

encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg en los pacientes con

NAC (p=0.3).

La distibucién de los distintos alelos en los tres genes

(FCGR2A-H131R,

Tabla 16.-

FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2) se

muestra en la tabla 16.

Frecuencias de los genotipos de los SNPs FCGR2A-H131R,
FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 en pacientes con NAC.

(N = 1262)
Genotipos FCGR2A H/H H/R R/R
n (%)* 321 (25.4) | 637 (50.5) | 304 (24.1)
(N= 854)
Genotipos FCGR3A F/IF FIvV VIV
n (%)"* 331 (38.8) 394 (46.1) 129 (15.1)
(N=931)
Genotipos FCGR3B 1/1 1/2 2/2
n (%)* 81 (8.7) 438 (47.0) | 412 (44.3)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3A: gen
del receptor 3A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3B: gen del receptor 3B
para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. N: nimero total de individuos de cada epigrafe.
n: nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en
comunidad. SNP: polimorfismo de un Unico nucleétido (single-nucleotide polymorphism))
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b) Neumonia neumocécica adquirida en la comunidad.
También analizamos la distribucidn de los distintos alelos de los

tres genes en el subgrupo de pacientes con NNAC. Los resultados

se muestran en la tabla 17 y no difieren significativamente de los

hallados en la poblacion NAC total o de los hallados en controles.

Tabla 17.- Frecuencias de los genotipos de los SNPs FCGR2A-H131R,
FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 en el subgrupo de pacientes con NNAC.

(N =319)
Genotipos FCGR2A H/H H/R R/R
N (%)* 67 (21.1) 166 (52.0) 86 (26.9)
(N=254)
Genotipos FCGR3A FIF FIV VIV
N (%)* 91 (35.8) 114 (44.9) | 49 (19.3)
(N=303)
Genotipos FCGR3B 1/1 1/2 2/2
N (%)* 26 (8.6) 134 (44.2) | 143 (47.2)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3A: gen
del receptor 3A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3B: gen del receptor 3B
para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. N: nimero total de individuos de cada epigrafe.
n: namero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad. SNP: polimorfismo de un dnico nucleétido (single-nucleotide
polymorphism))

Por otro lado, hicimos un analisis estratificado por el genotipo
FCGR2A-H131R de la distribucion clinico-demogréafica de los
pacientes con NNAC para buscar posibles asociaciones, pero estas

no fueron relevantes. Los resultados se muestran en la tabla 18.
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Tabla 18.- Caracteristicas clinico-demograficas del subgrupo de pacientes con
NNAC, estratificadas por el genotipo FCGR2A-H131R.

Caracteristicas HiH HR RIR p
(N=67) (N=166) (N=86)
Edad * 61.0+£186 | 60.5+17.1 | 56.8+17.6 | 0.21*
n (%) n (%) n (%)
Sexo *
Hombre 46 (68.7) | 113(68.1) | 52 (60.5) .
Mujer 21 (31.3) 53 (31.9) 34 (39.5) 043
Comorbilidades 7
No 38(56.7) | 111(66.9) | 49 (57.0) | 0.18"
EPOC 16 (23.9) 44 (26.5) 17 (19.8) | 0.49"
Asma 5 (7.5) 6 (3.6) 2(2.3) 0.25"
Neoplasia 7 (10.4) 18 (10.8) 7(8.1) 0.79"
Cardiopatia isquémica 3(4.5) 11 (6.6) 6 (7.0) 0.70"
Diabetes 7 (10.4) 35 (21.1) 24 (27.9) | 0.03"
Insuficiencia renal 3(4.5) 7 (4.2) 2(2.3) 0.71"
Insuficiencia hepatica 5 (7.5) 16 (9.6) 4 (4.7) 0.37"
Patologia neuroldgica 8 (11.9) 21 (12.7) 7(8.1) 0.55"
Patologia autoinmune 2 (3.0 3(1.8) 0 (0.0) 0.32"
Patologia psiquiatrica 2 (3.0 0(0.0) 0(0.0) 0.04"

! Para la edad, el valor es: media * desviacién estandar.
% Para el resto de las caracteristicas los valores son: niimero de individuos y % sobre el total
* Comparacion de las medias por medio de analisis de la varianza (ANOVA)

# Analisis de la asociacién entre comorbilidad y genotipo H131R: por medio del Test de xz o test
exacto de Fisher, en caso de necesidad

T Algunos pacientes tienen mas de una comorbilidad

(EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica. FCGR2A: gen del receptor 2A para el
fragmento FC de la inmunoglobulina G. HH: alelo homocigoto H. HR: alelo heterocigoto. N:
namero total de individuos de cada epigrafe. n: nimero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. NAC: neumonia adquirida en la comunidad. NNAC: neumonia neumocdcica
adquirida en la comunidad. RR: alelo homocigoto R.)
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5.2.3.- Estudio de susceptibilidad.

¢) Neumonia adquirida en la comunidad.

Para evaluar la posible susceptibilidad al desarrollo de NAC
comparamos las frecuencias genotipicas y alélicas observadas en
los pacientes con las observadas en el grupo control (tabla 19).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre pacientes con NAC y controles al analizar los genotipos
FCGR2A-H131R, FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2.

Por tanto, tras analizar los resultados no se han encontrado
datos que sugieran que alguna de las variantes de los SNPs
FCGR2A-H131R, FCGR3A-V158F 0 FCGR3B-NA1/NA2 conlleve un

aumento de la susceptibilidad para padecer NAC.
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Tabla 19.- Frecuencias de los genotipos de los SNPs FCGR2A-H131R,
FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 en pacientes y controles.

Controles NAC
neet | nemt | P
Genotipos FCGR2A (N =1224) (N =1262)
H/H 284 (23.2) | 321(25.4)
H/R 630 (51.5) | 637 (50.5) n.s.
R/R 310 (25.3) | 304 (24.1)
Genotipos FCGR3A (N = 528) (N = 854)
FIF 208 (39.4) | 331(38.8)
FIV 256 (48.5) | 394 (46.1) | ns.
VIV 64 (12.1) 129 (15.1)
Genotipos FCGR3B (N =573) (N =931)
1/1 49 (8.6) 81 (8.7)
1/2 252 (43.9) | 438(47.0) | ns.
22 272 (47.5) | 412 (44.3)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas.

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3A: gen
del receptor 3A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3B: gen del receptor 3B
para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. F/F: alelo homocigoto F. F/V: alelo heterocigoto.
H/H: alelo homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. N: numero total de individuos de cada
epigrafe. n: nimero de individuos obtenido con esas caracteristicasNAC: neumonia adquirida
en la comunidad. . n.s.: no significativa. p: probabilidad. R/R: alelo homocigoto R. V/V: alelo
homocigoto V. 1/1: alelo homocigoto NA1. 1/2: alelo heterocigoto. 2/2: alelo homocigoto NA2)
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d) Neumonia neumocécica adquirida en la comunidad.

Tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los pacientes del subgrupo con NNAC vy los
controles al analizar los genotipos FCGR2A-H131R, FCGR3A-
V158F y FCGR3B-NA1/NA2 (tabla 20). Por tanto, tras analizar los
resultados no se han encontrado datos que sugieran que alguno de
los polimorfismos de los SNPs FCGR2A-H131R, FCGR3A-V158F o
FCGR3B-NA1/NA2 conlleve un aumento de la susceptibilidad para
padecer NNAC.

Abundando aln mas en el andlisis y considerando a la NNAC-B
como un subgrupo con entidad propia, se analiz6é este subgrupo de
la NNAC frente a los controles para cada uno de los genotipos
FCGR2A-H131R, FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 (tablas 21).
Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
NNAC-B y controles para el genotipo FCGR2A-H131R (p=0.0167;
OR=1.81 con IC 95% [1.09-2.93]); sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas para los genotipos
FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2. Por tanto, tras analizar los
datos, los resultados sugieren que existe mayor susceptibilidad a
padecer NNAC bacteriémica en los pacientes homocigotos para el
alelo FCGR2A-H131, aunque no se han encontrado diferencias
significativas que sugieran que alguna de las variantes de los SNPs
FCGR3A-V158F o FCGR3B-NA1/NA2 conlleve un aumento de la
susceptibilidad para padecer NNAC-B.
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Tabla 20.- Frecuencias de los genotipos de los SNPs FCGR2A-H131R,
FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 en pacientes con NNAC y controles.

Controles NNAC
neT | e P
Genotipos FCGR2A (N =1224) (N =319)
H/H 284 (23.2) | 67(21.0)
H/R 630 (51.5) | 166 (52.0) n.s.
R/R 310 (25.3) | 86 (26.1)
Genotipos FCGR3A (N = 528) (N = 249)
FIF 208 (39.4) | 88(35.3)
FIV 256 (48.5) | 113(45.4) | 0.0087
VIV 64 (12.1) 48 (19.3)
Genotipos FCGR3B (N =573) (N =262)
11 49 (8.6) 22 (8.4)
1/2 252 (43.9) | 119 (45.4) n.s.
22 272 (47.5) | 121 (46.2)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total

#VIN vs. FIF+VIV: p=0.008; OR=1.73; IC 95% (1.12-2.66). Para el resto no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3A: gen
del receptor 3A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3B: gen del receptor 3B
para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. F/F: alelo homocigoto F. F/V: alelo heterocigoto.
H/H: alelo homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. N: nimero total de individuos de cada
epigrafe. n: ndmero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC: neumonia
neumocécica adquirida en la comunidad. n.s.: no significativa. p: probabilidad. R/R: alelo
homocigoto R. V/V: alelo homocigoto V. 1/1: alelo homocigoto NAL. 1/2: alelo heterocigoto. 2/2:
alelo homocigoto NA2)
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Tabla 21.- Frecuencias de los genotipos de los SNPs FCGR2A-H131R,
FCGR3A-V158F y FCGR3B-NA1/NA2 en pacientes con NNAC-B y controles.

NNAC-B Controles
n o) | n ()" P
Genotipos FCGR2A | (N=85) | (N =1224)
H/H 30(35.3) | 284 (23.2)
H/R 37 (43.5) | 630(51.5) | o.011"
R/R 18 (21.2) | 310 (25.3)
Genotipos FCGR3A (N=71) (N =528)
FIF 23(32.4) | 208 (39.4)
FIV 34 (47.9) | 256 (48.5) n.s.
VIV 14 (19.7) | 64 (12.1)
Genotipos FCGR3B (N=72) (N =573)
1/1 4 (5.6) 49 (8.6)
1/2 37 (51.4) | 252 (43.9) n.s.
22 31(43.1) | 272 (47.5)

* Los valores son: nimero de pacientes y % sobre el total

* HIH vs. HIR+RIR: p=0.011; OR=1.81; IC 95% (1.09-2.93). Para el resto no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3A: gen
del receptor 3A para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. FCGR3B: gen del receptor 3B
para el fragmento Fc de la inmunoglobulina G. F/F: alelo homocigoto F. F/V: alelo heterocigoto.
H/H: alelo homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. IC: intervalo de confianza. N: nimero total de
individuos de cada epigrafe. n: nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC-
B: neumonia neumocdcica bacteriémica adquirida en la comunidad. n.s.: no significativa. OR:
odds ratio. p: probabilidad. p: probabilidad. R/R: alelo homocigoto R. V/V: alelo homocigoto V.
1/1: alelo homocigoto NA1. 1/2: alelo heterocigoto. 2/2: alelo homocigoto NA2)
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5.2.4.- Estudio de gravedad y prondstico.

a) Neumonia adquirida en la comunidad.

Tal y como se describe en los siguientes puntos de este
apartado, no se observo ningun efecto de FCGR2A-H131R sobre la
gravedad (considerada en base a las escalas PSI y APACHE-II), ni
sobre la mortalidad de la NAC; ni siquiera al realizar un analisis
multivariante ajustado por el genotipo FCGR2A-H131R, PSI y

hospital de origen.

1. Escala PSI.

El valor del PSI segun la escala de Fine oscil6 entre 96.32 £
38.58 (genotipos R/R) y 100.02 = 38.41 (genotipos H/H), al
valorar el total de los pacientes con NAC (tabla 22). Cuando se
valoré6 a los pacientes que requirieron ingreso en UMI se
observd, como era de esperar, valores ligeramente mas altos
gue van desde 115.64 + 37.54 (genotipos R/R) hasta 129.49 +
40.83 (genotipos H/H); en cualquier caso, no hay diferencias
significativas al comparar los valores medios obtenidos dentro
de cada grupo (total e ingresados en UMI) por medio de
ANOVA.

Tampoco hay diferencias al valorar los porcentajes de
genotipos H/H presentes en los rangos mas bajos de la escala

de Fine (I-1ll) frente a los més altos (IV-V).
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Tabla 22.-

Caracteristicas de gravedad de

estratificados por el genotipo FCGR2A-H131R.

los pacientes con NAC,

HH HR RR
(N=321) (N=637) (N=304)
Caracteristicas Media + DS* Media = DS * Media + DS *
NAC total 100.02 + 38.41 96.71 + 39.18 96.32 + 38.58
PS! NAC UMI 129.49 + 40.83 119.55 + 44.35 115.64 = 37.54
APACHE-II 20.14 +7.03 18.01 £ 7.47 17.94 +7.79
n (%) n (%) n (%)"
Mortalidad a los 28 dias * 15 (25.0) 29 (48.3) 16 (26.7)
Mortalidad a los 90 dias * 23 (26.7) 43 (50.0) 20 (23.3)

* Los valores son: 1) para PS| y APACHE-II, la media * la desviacién estandar (ANOVA) y 2)
para la mortalidad, el nimero de individuos y el % sobre el total

# Test de %2 o test exacto de Fisher, en caso de necesidad

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento FC de la inmunoglobulina G. H/H: alelo
homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. N: numero total de individuos de cada epigrafe. n:
nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC: neumonia neumocdécica
adquirida en la comunidad. PSI: indice de severidad de la neumonia (pneumonia severity
index). R/R: alelo homocigoto R)
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2. Escala APACHE-II.

Los valores medios obtenidos en los pacientes que
requirieron ingreso en UMI oscilaron entre 17.94 + 7.79
(genotipos R/R) y 20.14 + 7.03 (genotipos H/H), al valorar el
total de los pacientes con NAC (tabla 22) y no existen
diferencias significativas al los valores medios
obtenidos por medio de ANOVA.

Tampoco se observaron diferencias significativas en los

comparar

porcentajes de pacientes con genotipos H/H entre los rangos
mas bajos del APACHE-II (hasta 29 puntos) y los mas altos (a
partir de 30 puntos). A titulo exclusivamente de curiosidad: el
valor mas alto obtenido de APACHE-II fue de 45 puntos y dicho
individuo era R/R-F/F-NA2/NA2.
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3. Bacteriemia.

Su distribucion, atendiendo al genotipo FCGR2A-H131R
oscilé entre el 7.6% (genotipos R/R) y el 11.5% (genotipos H/H),
sin que las diferencias resultasen significativas al comparar la
presentacion en pacientes bacteriémicos y no bacteriémicos
(tabla 23).

4. Estratificacion de la sepsis.

En cuanto al desarrollo de sepsis en las NAC, atendiendo al
genotipo del FCGR2A-H131R no se hallaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar la presentacion de la
homocigosis para el alelo H en pacientes con formas graves de

sepsis y pacientes con formas menos graves (tabla 23).

5. Insuficienciarenal aguda.

Al analizar las frecuencias genotipicas se observé que habia
mayor porcentaje de homocigotos para el alelo H entre los
pacientes que desarrollaron FRnA que entre los que no lo
desarrollaron (29.7% vs. 23.9%), pero esa diferencia no resulté
significativa, ni siquiera al realizar un analisis multivariante

unilateral, ajustado por PSI y centro de procedencia (tabla 23).
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Tabla 23.- Presentaciones clinicas de gravedad de la NAC en funcién de los
genotipos del SNP FCGR2A-H131R.

HH HR+RR
n (%) * n (%) * p* OR (IC 95%)
Ingreso en UMI
Si (N=323) 84 (26.0) | 239 (74.0)
0.75 1.05 (0.77-1.41)
No (N=939) 236 (25.1) 703 (74.9)
Bacteriemia
Si (N=116) 37 (31.9) 79 (68.1)
0.09 | 1.42(0.91-2.18)
No (N=1146) 284 (24.8) | 862 (75.2)
Formas graves de
sepsis
Si (N=366) 99 (27.0) 267 (73.0)
0.37 1.13 (0.85-1.50)
No (N=896) 221 (24.7) | 675 (75.3)
FRnA
Si (N=316) 94 (29.7) 222 (70.3)
0.038 1.35(1.00-1.81)
No (N=946) 226 (23.9) 720 (76.1)
SDRA
Si (N=53) 17 (32.1) 36 (67.9)
0.25 1.41 (0.73-2.62)
No (N=1209) 303 (25.1) 906 (74.9)
SDMO
Si (N=160) 42 (26.3) 118 (73.7)
0.78 1.05 (0.70-1.56)
No (N=1102) 278 (25.2) | 824 (74.8)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado
# Valor de la p para la comparacion bivariante, calculada mediante el test de la 5

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento FC de la inmunoglobulina G. FRnA:
insuficiencia/fracaso renal agudo. N: nimero total de individuos de cada epigrafe. n: nimero de
individuos obtenido con esas caracteristicas. H/H: alelo homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto.
p: probabilidad. SDMO: sindrome de disfuncion multiorganica. SDRA: sindrome de distrés
respiratorio agudo. R/R: alelo homocigoto R. UMI: Unidad/Servicio de Medicina Intensiva.)
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6. Sindrome de distrés respiratorio agudo.

Al hacer el analisis de las frecuencias genotipicas, parecia
haber un ligero aumento de la frecuencia de homocigotos H en
los pacientes que desarollaron SDRA frente a los que no lo
desarrollaron, pero dichas diferencias no resultaron

significativas (tabla 23).

7. Disfuncion multiorgénica.

Con una frecuencia de presentacion de homocigotos para el
alelo H del 26.3% en pacientes que desarrollaron SDMO frente
a un 25.2% que no lo desarrollaron, las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (tabla 23).

8. Mortalidad.

De los 60 pacientes que fallecieron dentro de los primeros
28 dias, el porcentaje de cada una de las presentaciones del
genotipo FCGR2A-H131R oscilé entre 4.6% (en los genotipos
H/R) y 5.3% (en los genotipos R/R). En ningln caso las
diferencias halladas al comparar el porcentaje de homocigotos
H en fallecidos frente a supervivientes fueron significativas
(25.0% vs.25.4%). En cuanto a los fallecidos dentro de los 90
dias, tampoco aqui se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (porcentaje de homocigotos H en fallecidos frente
a supervivientes: 26.7% vs. 25.3%) (tabla 22).

87



FcyRy NAC

88

b) Neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad.

Tal y como se describe en los siguientes puntos de este
apartado, no se observo ningun efecto de FCGR2A-H131R sobre la
gravedad (considerada en base a las escalas PSI y APACHE-II), ni
sobre mortalidad. Sin embargo, si se hall6 que la homocigosidad
para el alelo FCGR2A-H131se asoci6 significativamente con el
desarrollo de FRnA, de SDRA y de formas més graves de sepsis,;

asf como en el desarrollo de bacteriemia en la NNAC.

1. Escala PSI.

Los valores medios del Fine abarcaban una horquilla entre
94.47 + 36.53 (genotipos R/R) y 103.01 £ 41.26 (genotipos H/H)
en el total de los pacientes con NNAC; en los pacientes que
requirieron ingreso en UMI se hall6, como era de esperar, un
aumento de estas cifras: oscilaron entre 108.06 + 30.59 (en los
genotipos R/R) y 126.28 + 42.27 (genotipos H/H). En cualquier
caso, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas
al comparar los valores medios obtenidos dentro de cada grupo
(ingresados en UMI y total) por medio de ANOVA (tabla 24).
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Tabla 24.- Caracteristicas de gravedad de los pacientes con NNAC,
estratificados por los genotipos del SNP FCGR2A-H131R.
HH HR RR
p
Caracteristicas Media + DS* Media + DS * Media + DS*
APACHE-II 19.26 + 7.90 19.24 +7.71 19.13 +7.33 0.807
NNAC total 103.01 +41.26 99.87 £ 39.70 94.47 + 36.53 0.327
PSI
NNAC UMI 126.28 + 42.27 125.00 + 39.9 108.06 + 30.59 0.06
n (%)* n (%)* n (%)*
-1l
28 (41.8 85 (51.2 44 (51.2
(N=157) (418) (51.2) (512)
PSI 0.39
V-V
39 (58.2) 81 (48.8) 42 (48.8)
(N=162)

* Los valores son: la media * la desviacion estandar (ANOVA)

# Los valores son: ntimero de individuos y % sobre el total (test de x> o test exacto de Fisher,
en caso de necesidad)

(DS: desviacion estandar. FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento FC de la
inmunoglobulina G. H/H: alelo homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. N: numero total de
individuos de cada epigrafe. n: nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC:
neumonia neumococica adquirida en la comunidad. PSI: indice de severidad de la neumonia
(pneumonia severity index). R/R: alelo homocigoto R. UMI: Unidad/Servicio de Medicina

Intensiva.)

2. Escala APACHE-IL.

Los valores medios del APACHE-II se encontraban entre 19.13
+ 7.33 (genotipo R/R) y 19.26 + 7.90 (genotipo H/H) (tabla 24) y
no existen diferencias significativas al comparar los valores
medios obtenidos por medio de ANOVA. Tampoco se
observaron diferencias significativas en los porcentajes de
pacientes con genotipos H/H entre los rangos mas bajos del
APACHE-II (hasta 29 puntos) y los mas altos (a partir de 30

puntos)

3. Bacteriemia.

Los pacientes con NNAC-B tuvieron frecuencias de
genotipos FGCR2A-H/H131 significativamente mayores que
aguellos con NNAC-NB (p=0.00016, OR=2.9, IC 95% [1.58-
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5.3]), como se muestra en la tabla 25. Las diferencias
observadas entre NNAC-B y NNAC-NB siguieron siendo
significativas tras ajustar por PSI, hospital de origen e ingreso
en UMI (p=0.0011, OR=2.83, IC 95% [1.51-5.32]), asi como tras
ajustar por edad, sexo, ingreso en UMI, comorbilidades y
hospital de origen (p=0.0004, OR=3.02, IC 95% [1.63-5.6]). Si
aplicaramos la correccion de Bonferroni para comparaciones
multiples, la asociacién entre el genotipo FCGR2A-HH vy la
predisposicion a NNAC-B seguiria siendo significativa, incluso si
los diez polimorfismos analizados por nuestro grupo en estudios
previos fueran tenidos en cuenta ® 3 .

El analisis multivariante también permitié ver que el efecto
de la bacteriemia sobre la gravedad (valorado por medio de las
escalas PSI y APACHE) era independiente del genotipo
FCGR2A.

Tabla 25.- Frecuencias de los genotipos del SNP FCGR2A-H131R en pacientes
con NNAC-B y NNAC-NB.

NNAC-NB NNAC-B
(N =234) (N =85)
Genotipos * * P !
FCGR2A n (0 n (0 Bivariante Multivariante
H/H 37 (15.8) 30 (35.3)
H/R 129 (55.1) 37 (43.5) 0.00016 0.0012
R/R 68 (29.1) 18 (21.2)

* Los valores son: nimero de pacientes y % sobre el total

# Analisis estadistico H/H vs. H/R + R/IR en NNAC-B y NNAC-NB:

- Andlisis bivariante: p=0.00016; OR=2.9; IC 95% (1.58-5.3)

- Analisis multivariante (incluye las variables “hospital de origen”, “ingreso en UMI” y “PSI”):
p=0.0012; OR=2.83; IC 95% | (1.51-5.32)

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento FC de la inmunoglobulina G. H/H: alelo
homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. N: ndmero total de individuos de cada epigrafe. n:
nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC-B: neumonia neumocdcica
bacteriémica adquirida en la comunidad. NNAC-B: neumonia neumocdcica no bacteriémica
adquirida en la comunidad. p: probabilidad. R/R: alelo homocigoto R)
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4. Estratificacion de la sepsis.

En el andlisis multivariante con contraste unilateral ajustado
por PSI y hospital de origen, la homocigosidad para el FCGR2A-
H131 predispuso al desarrollo de formas graves de la sepsis
(sepsis grave + shock séptico): la homocigosidad para
FCGR2A-H131 se encontr6 en 33 de los 132 (25%) pacientes
con NNAC que desarrollaron sepsis grave, comparado con 34
de los 187 (18.2%) pacientes que no la desarrollaron (p=0.037;
OR=1.8, >1.05) (tabla 26).

Tabla 26.- Presentaciones clinicas de gravedad de la NNAC en funcidn de los
genotipos del SNP FCGR2A-H131R.

H/H H/R+R/R Y
p
n (%) * n (%) *
Formas graves de
sepsis
Si (N=132) 33 (25.0) 99 (75.0)
0.037
No (N=187) 34 (18.2) 153 (81.8)
FRnA
Si (N=101) 30 (29.7) 71 (70.3)
0.004
No (N=218) 37 (17.0) 181 (83.0)
SDMO
Si (N=55) 11 (20.0) 44 (80.0)
n.s.
No (N=264) 56 (21.2) 208 (78.8)
SDRA
Si (N=26) 9 (34.6) 17 (65.4)
0.047
No (N=293) 58 (19.8) 235 (80.2)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado
# Analisis multivariante con contraste unilateral ajustado por PSI y hospital de origen

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento FC de la inmunoglobulina G. FRnA:
insuficiencia/fracaso renal agudo. H/H: alelo homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. SDRA:
sindrome de distrés respiratorio agudo. H/H: alelo homocigoto H. H/R+R/R: alelos no
homocigotos H. N: nimero total de individuos de cada epigrafe. n: nimero de individuos
obtenido con esas caracteristicas. NNAC: neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad.
p: probabilidad.)
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5. Insuficiencia/fracaso renal agudo.

La homocigosidad para el alelo FCGR2A-H131 se asocio
significativamente con FRnA tanto en el analisis bivariante (H/H
vs. H/R+R/R: p=0.009; OR: 2.07; IC 95%[1.14-3.72]) como en
un analisis multivariante con contraste unilateral ajustado por
PSI y hospital de origen (p=0.004; OR=2.32, > 1.36): 30
pacientes con NNAC (29'7%) que desarrollaron FRnA eran
homocigotos para el FCGR2A-H131, comparados con 37
pacientes (17%) con NNAC que no desarrollaron FRnA (tabla
26).

6. Sindrome de distrés respiratorio agudo.

En el andlisis multivariante con contraste unilateral ajustado
por PSI y hospital de origen, la homocigosidad para el FCGR2A-
H131 predispuso al desarrollo de SDRA: 9 de los 26 (34.6%)
individuos con NNAC que desarrollaron SDRA eran
homocigotos para el alelo FCGR2A-H131, comparados con 58
(19.8%) de aquellos que no desarrollaron SDRA (p=0.047;
OR=2.17, >1.01) (tabla 26).

7. Disfunciéon multiorganica.

No se observo ninguna relacion entre el genotipo FCGR2A-
H131R y el desarrollo de SDMO (eran homocigotos para el alelo
H el 20.0% de los pacientes que desarrollaron SDMO frente al
212% de los que no lo desarrollaron). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al hacer el andlisis, ni

en el bivariante ni en el multivariante (tabla 26).

8. Mortalidad.

En ningun caso las diferencias halladas al comparar el
porcentaje de homocigotos H en fallecidos frente a
supervivientes fueron significativas (15.4% vs. 21.3%). En

cuanto a los fallecidos dentro de los 90 dias, tampoco aqui se
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encontraron  diferencias  estadisticamente  significativas
(porcentaje de homocigotos H en fallecidos frente a
supervivientes: 21.0% vs. 21.0%) (tabla 27).

Tabla 27.- Mortalidad de los pacientes con NNAC, estratificados por los
genotipos del SNP FCGR2A-H131R.

HH HR RR
n (%)” n (%)" n%)” P
Mortalidad a los 28 dias
2(3.0) 8 (4.8) 3(3.5) 0.87
(N=13)
Mortalidad a los 90 dias 4(6.0) 11 (6.6) 4(4.7) 0.91
(N=19) ' ' ’ '

* Los valores son: ntimero de individuos y % sobre el total (test de x® o test exacto de Fisher,
en caso de necesidad)

(FCGR2A: gen del receptor 2A para el fragmento FC de la inmunoglobulina G. H/H: alelo
homocigoto H. H/R: alelo heterocigoto. N: nimero total de individuos de cada epigrafe. n:

nimero de individuos obtenido con esas caracteristicas. NNAC: neumonia neumocdécica
adquirida en la comunidad. p: probablidad. R/R: alelo homocigoto R)

Por dltimo, haciendo un resumen de los hallazgos
anteriores, en nuestro estudio se observa que en los individuos
homocigotos para el alelo FCGR2A-H131, la NNAC conlleva un
aumento significativo de riesgo para desarrollar formas graves de

sepsis, SDRA Y FRnA, y para presentar bacteriemia (tabla 28).
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Tabla 28.- Comparativa de la gravedad entre los subgrupos de NAC
(NNAC y NnNAC) en funcién de la homocigosidad del alelo FCGR2A-
H131.

H/H
NNAC NnNAC
(N =67) (N=253)
n (%) * n (%) * p” OR (IC 95%)
Formas graves de
sepsis
Si (N=99) 33 (49.3) 66 (26.1)
0.00027 2.75 (1.51-4.97)
No (N=221) 34 (50.7) 187 (73.9)
SDRA
Si (N=17) 9(13.4) 8(3.2)
0.00275 4.75 (1.54-14.73)
No (N=303) 58 (86.6) 245 (96.8)
FRnA
Si (N=94) 30 (44.8) 64 (23.3)
0.00188 2.39 (1.31-4.33)
No (N=226) 37 (55.2) 189 (74.7)
SDMO
Si (N=44) 11 (16.4) 31 (12.3)
n.s. -
No (N=278) 56 (83.6) 222 (87.7)
Ingreso en UMI
Si (N=84) 29 (43.3) 55 (21.7)
0.00037 2.75 (1.49-5.02)
No (N=236) 38 (56.7) 198 (78.3)
Bacteriemia
Si (N=36) 30 (44.8) 6(2.4)
0.00000 | 33.38(12.35-102.94)
No (N=284) 37 (55.2) 247 (97.6)

* Los valores son: nimero de individuos y % sobre el total mostrado
# Test de % o test exacto de Fisher, en caso de necesidad

(FCGR2A: gen del receptor A para el fragmento FC de la inmunoglobulina G,. FRnA:
insuficiencia/fracaso renal agudo. H/H: alelo homocigoto H. IC: intervalo de confianza. N:
nimero total de individuos de cada epigrafe. n: nimero de individuos obtenido con esas
caracteristicas. n.s.: no significativo. NAC: neumonia adquirida en la comunidad. NNAC:
neumonia neumocécica adquirida en la comunidad. NnNAC: neumonia no neumocoécica
adquirida en la comunidad. OR: odds ratio. p: probabilidad. SDMO: sindrome de disfuncién
multiorganica. SDRA: sindrome de distrés respiratorio agudo. UMI: Unidad/Servicio de
Medicina Intensiva.)

94



6.- DISCUSION.






Discusién

6.- DISCUSION.

En nuestro estudio se confirmé microbiolégicamente la NAC en un
41.5% de los pacientes y el microorganismo mas frecuentemente aislado
fue S. pneumoiae (25.3%), lo que coincide con la mayor parte de los
estudios publicados hasta la fecha. En cuanto a resultados clinicos, la
NNAC-B se asocié significativamente a una mayor gravedad de la
enfermedad (evaluada ésta como ingreso en UMI, FRnA, presentacién de
formas graves de sepsis, SDRA y SDMO), incluso tras ajustar por PSI y
hospital de origen en el andlisis multivariante. Sin embargo, no encontramos
diferencias significativas en lo que respecta a la mortalidad debido al escaso
numero de fallecidos en nuestro estudio, bastante menor que el aportado en

otros estudios similares (tanto espafioles como extranjeros).

En lo que respecta al estudio genético, no encontramos asociacion
entre el SNP FCGR2A-H131R vy la susceptibilidad a padecer NAC 6 NNAC.
Sin embargo, en un reciente estudio de Rua-Figueroa et al en el que se
evalu6é la incidencia de NAC en un grupo de pacientes con lupus
eritematoso sistémico (LES) (36 pacientes con NAC frente a 196 pacientes
sin NAC) 2 se encontr6 que la homocigosidad para FCGR2A-H131 era un
factor independiente de susceptibilidad para el desarrollo de NAC en
aquellos pacientes que no estaban recibiendo inmunosupresores de manera
concomitante (p=0.03, OR: 3.01, IC 95% [1.11-8.15]). Es cierto que la
incidencia de NAC es sustacialmente mayor en pacientes con LES que en la
poblacién general y que, en el grupo de pacientes analizados en ese
estudio, la presencia del genotipo FCGR2A-R/R131 fue mayor que en la
poblacién control reportada en estudios previos de nuestro grupo (lo que es
acorde con otros estudios que afirman que el alelo FCGR2A-R predispone a
LES). Pero ninguno de estos dos hechos invalida los resultados obtenidos.
La explicacion aportada por los autores es que, debido a los diferentes
niveles de afinidad para la IgG, y la P’"C’R de las variantes FcyRlla-R y
FcyRIla-H, el polimorfismo FCGR2A-H131R puede jugar un papel dual y
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opuesto en la susceptibilidad al LES y en el riesgo de desarrollo de NAC en
los pacientes con LES.

Por otra parte, nuestro estudio si mostré una asociacion significativa
de la homocigosidad para el alelo FCGR2A-H131 con la bacteriemia en
adultos con NAC. Puesto que ya se conocia que la homocigosidad para el
alelo FCGR2A-R131 se asocia con una capacidad reducida de unién con la
lgG, ** * ™ y que la IgG, se considera crucial en el aclaramiento de
bacterias encapsuladas, seria de esperar que este genotipo se asociara con
un aumento de la susceptibilidad a la NAC y a la bacteriemia; sin embargo,
en nuestro estudio no se confirman dichos resultados. En un estudio de
2012, Bouglé et al ™ analizaron una serie retrospectiva de 243 pacientes
con enfermedad neumocécica invasiva. Al realizar el andlisis genotipico
encontraron que la homocigosis para el alelo FCGR2A-R131 estaba
asociada a mejores resultados clinicos (que hay que interpretar como
prondstico) en los pacientes ingresados en UMI. De hecho, la mortalidad de
estos pacientes comparada con la de los homocigotos y heterocigotos para
el alelo H fue de 14.8% vs. 35.1% (p=0.007).

Varios estudios publicados entre 1994 y 2008 han descrito una
elevada frecuencia de homocigosidad para el alelo FCGR2A-R131 en nifios

29 75 76 56 o
. S

con infecciones de repeticion del tracto respiratorio superior in

embargo, en otros no se confirmaron estos resultados ** ®.

Otros estudios se han dirigido al papel de las variantes del
FCGR2A-H131R en las infecciones bacterianas respiratorias de los adultos.
Yee et al ”® estudiaron 70 pacientes con NNAC. En dicho estudio del afio
2000 encontraron que los pacientes con NNAC-B (n=42) presentaban mayor
frecuencia de homocigotospara el alelo FCGR2A-R131 que los controles
sanos, aunque observaron un aumento no significativo del genotipo
FCGR2A-R/R131 al comparar estos pacientes con los que presentaron
NNAC-NB. Por el contrario otro estudio publicado en 2006, que incluy6 a 55
pacientes con enfermedad neumocécica invasiva (23.6% menores de 15
afios), encontrd un descenso no significativo de la prevalencia del genotipo

FCGR2A-R/R131 en sus pacientes con respecto a controles sanos A VES
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recientemente (en 2009). Endeman et al publicaron los resultados obtenidos
al estudiar a 200 pacientes con NAC (60 con NNAC) y no encontraron
diferencias entre los pacientes con NAC 6 NNAC cuando los compararon
con controles sanos . En este estudio el genotipo FCGR2A-R/R131 se
asocio con sepsis grave. Sin embargo en nuestro estudio, que incluye a 366
pacientes con sepsis grave ', no se observé relacién entre el SNP
FCGR2A-H131R y la gravedad o la mortalidad de la NAC. En un estudio de

Beppler et al *

cuyos resultados se han publicado en 2015, el alelo
FCGR2A-R131 fue significativamente mas frecuente en pacientes sépticos
que en pacientes no infectados y, por tanto, estos datos podrian indicar que
el genotipado del gen FCGR2A podria ser usado como marcador de
susceptibilidad genética para sepsis. En nuestro estudio (1224 controles,
210 pacientes con shock séptico y 366 pacientes con formas graves de
sepsis) no se observan los mismos resultados. Es posible que las
diferencias en el estudio brasilefio estriben en la seleccién del grupo étnico
de los pacientes que, como ya se comentd anteriormente, puede producir
sesgos insalvables ™) o en el tamafio del grupo control (ya que, por otra
parte, las frecuencias alélicas de sus grupos no presentan diferencias
significativas con el nuestro): llama la atenciéon que, de los dos grupos
control empleados en su estudio, sélo en uno de ellos y en la suma de
ambos aparezca una tendencia positiva (que no claramente significativa)
pero no en la otra aislada. En cualquier caso, hay que recordar que en
nuestro estudio sélo fueron evaluados pacientes que desarrollaron sepsis
con el unico origen de una NAC y, en concreto, so6lo en la neumocécica se
observaron resultados significativos. Por el contrario, en el mencionado
estudio de Beppler el criterio de seleccion de pacientes fue presentar un
cuadro séptico cuyo origen podria estar en cualquier tipo de infeccion (no
especificada en el texto) y, por tanto, con un repertorio de gérmenes
causantes no comparable con el de nuestro estudio. Por otra parte, Zufiga

elal ®

estudiaron a 91 pacientes con infeccion por virus influenza A/HIN1
que desarrollaron neumonia grave. En este estudio, publicado en 2012,

encontraron que la presencia de homocigosidad para el alelo FCGR2A-
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H131 era significativamente mayor en estos pacientes que en sus contactos
cercanos, los cuales no desarrollaron la enfermedad a pesar de haber
estado también expuestos al virus. Este grupo esgrime la hipétesis de que
el alelo mencionado tiene un efecto perjudicial en la infeccién por el virus
A/HIN1, posiblemente debido a la activacién de la cascada inflamatoria en
respuesta a la deposicién de inmunocomplejos en el tracto respiratorio.

El tamafio muestral de nuestro estudio es suficiente para detectar el
efecto de los genotipos FCGR2A-R/R131 y FCGR2A-H/H131 sobre la
susceptibilidad a la NAC con un OR de 1.29 y 1.3 respectivamente, con un
umbral de significacion estadistica de 0.05 y una potencia estadistica del
80%. Y, por tanto, lo anterior hace que las conclusiones extraidas sean
fiables. Asimismo, nuestro estudio detectaria una asociacién de estos
genotipos con la susceptibilidad a la NNAC con un OR mayor de 1.46 y 1.47
para FCGR2A-R/R131 y FCGR2A-H/H131 respectivamente. En relacién con
la asociacién de la homocigosidad para FCGR2A-H131 y la susceptibilidad
a la NNAC-B, el poder del test para el OR observado con un nivel de
significacion estadistica del 5% y del 1% fue de 96.6% y 87.8%
respectivamente.

Los adultos vacunados con polisacaridos de S. pneumoniae
producen anticuerpos IgG, fundamentalmente del isotipo IgG,, mientras que
en nifios predomina el IgG; 8 Esta ampliamente aceptado desde la década
de los 80 del pasado siglo, que la deficiencia de 1gG, predispone a

infecciones por bacterias encapsuladas ®

. Sin embargo, en la actualidad
no esta claro el significado de las deficiencias de algunas subclases de IgG,
en concreto de la 19gG,, ya que se ha identificado a individuos con delecion
de cadenas pesadas de la subclase 1gG, y con niveles séricos de IgG,

878 Ccomo

drasticamente bajos, que permanecen totalmente asintomaticos
consecuencia, la teoria de una conexién entre la deficiencia de 1gG; y la
susceptibilidad a las infecciones se ha visto claramente cuestionada. En
individuos no vacunados, que reflejan la adquisicién natural de inmunidad
antineumocdcica, los anticuerpos polisacaridos antineumocécicos son, en

su mayoria, de la subclase IgG, hasta los 4 afios de edad; a partir de
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entonces la proporcién de anticuerpos antineumocodcicos de esta subclase
desciende hasta valores tan bajos como del 20% ¥ A nivel molecular, la
IgG; es mas eficiente que la IgG, en la activaciéon de mecanismos efectores,
como son la via clasica de activacion del complemento y la fagocitosis
mediada por FcyR ', Por tanto, es al menos dudoso que los adultos
homocigotos para el alelo FCGR2A-R131 sean méas susceptibles a la
infeccién por neumococo. Y es que, aunque el FcyRlla-R131 tiene una
afinidad reducida por la 1gG,, lo cual se manifiesta como una menor
fagocitosis de bacterias por ella opsonizadas, la union de grandes
inmunocomplejos de IgG, es mas que suficiente para para inducir la
produccion de citoquinas .

La explicacion para la asociacidn observada entre la homocigosidad
para el alelo FCGR2A-H131 y la predisposicion a la bacteriemia en la NNAC
podria ser la diferente afinidad de las variantes FCGR2A-H131 y FCGR2A-
R131 por la P’C’R: asi como el alelo FCGR2A-H131 es la Unica variante
capaz de reconocer a la IgG, de manera eficiente, en el caso de la I1gG; el
alelo FCGR2A-H131 tiene mayor afinidad que el FCGR2A-R131, pero su
actuacion no es exclusiva 1gG;; y, ademéas, FCGR2A-R131 tiene mejores
respuestas efectoras frente a las bacterias opsonizadas con P’C’R que
FCGR2A-H131. De hecho, en un trabajo reciente de Shimizu et al sobre

complicaciones infecciosas en pacientes trasplantados hepaticos %5

, en el
cudl los pacientes presentan una distribucién de frecuencias alélicas muy
desplazada hacia los H/H (H/H: 59.6%, H/R: 33.7%, R/R: 6.7%), no
consiguieron demostrar diferencias significativas en la incidencia de
bacteriemia entre pacientes FCGR2A-H/H131 y pacientes FCGR2A-131H/R
0 FCGR2A-R/R131. La justificaciébn de estos resultados vendria dada
porque la union preferente de los FCGR2A-H/H131 con la IgG; podria estar
compensada con la baja afinidad de los mismos por la P’C"R.

En humanos, la P’C"R es el prototipo de proteina de fase aguda: se
une a residuos de fosfocolina presentes en el polisacarido C de la pared
celular de S. pneumoniae y de otras bacterias %' La P’C'R es reconocida

por los FcyRs con una afinidad similar a la observada con las isoformas de
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1gG 2 Una vez que la P"C’R ha formado un complejo con el ligando se
activa la via clasica del complemento e interactia con los FcyRs de los
leucocitos, estimulando asf la fagocitosis y la sintesis de citoquinas * ** *°.

En ratones, la P’C’R es tan s6lo un elemento traza. En modelos
murinos la P’C’R humana, bien sea inyectada 6 bien sea producida de
forma transgénica, es protectora frente a la bacteriemia neumocdcica % ¥'.
Los resultados de infeccion intravenosa en modelos murinos sugieren que el
efecto protector de la P’C”R frente al neumococo es independiente de los
FcyRs %. Sin embargo, recientes trabajos sobre modelos de infeccion
pulmonar han demostrado que el reconocimiento innato del neumococo por
la P"C"R protege contra la infeccién y aumenta la supervivencia; todo ello a
través de la destruccién FcyR-dependiente de las bacterias opsonizadas por
la P"C’R %

El SNP FCGR2A-H131R afecta a la capacidad de unién del FcyRlla
con la P’C’R, la cudl se une preferentemente con la isoforma codificada por
el alelo FCGR2A-R131 ** ', De hecho, algunas de las respuestas de los
neutrofilos a la P’C’R y a los heumococos opsonizados por la P’C’R (tales
como la producciéon de citoquinas inflamatorias) fueron mayores en células

homocigotas para el alelo FCGR2A-R131 ' 1

P”C”R

FcyRlla- la-131R

Figura 8.- Esquematizacion de las preferencias en la uniéon de la P’C”R con las
isoformas de los receptores FcyRlla.

(FcyRlla: receptor para el fragmento cristalizable de la inmunoglobulina G tipo 2. P"’C’R:
proteina C reactiva.)
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La bacteriemia es reconocida como un estado critico que afecta a la
gravedad de la sepsis. Sin embargo, hay datos contradictorios sobre el
papel que la bacteriemia neumocdcica juega en la gravedad de la NAC:
algunos autores han detectado una mortalidad significativamente mayor en

102 103 104 105

los pacientes con bacteriemia , mientras que otros no han sido

capaces de reproducir esos resultados % %7 1%

Estas discrepancias
podrian ser debidas, en parte, a las dificultades derivadas de la
identificacion diagnostica de casos no bacteriémicos o, en paralelo, a la
relativamente baja sensibilidad de la prueba utilizada para demostrar la
bacteriemia; esto Gltimo subestimaria el nimero de casos bacteriémicos ' .
En nuestro estudio la mayoria de los casos no bacteriémicos (83%) fueron
identificados por medio del antigeno urinario de S. pneumoniae, del cuél se
ha reportado una alta sensibilidad y especificidad. Incluso en un reciente
estudio espariol, Zalacain et al '* estudiaron a 350 pacientes con NNAC de
dos hospitales del norte de Espafia de acuerdo con su positividad o no a la
antigenuria de Streptococcus pneumoniae. En dicho estudio se observé que
los pacientes con NNAC demostrada por medio de hemocultivo (+), que
ademas tuvieran positividad al test urinario, presentaban mayor porcentaje
de ingreso en UMI, de fracaso del tratamiento y de mortalidad a los 30 dias;
por ello, proponen este test como método fiable de diagnostico, con
similares niveles de evidencia que los hemocultivos dado que no se ve
afectado por circunstancias tales como la administracion de antibidticos
previos.

Entre nuestros pacientes con NNAC se identificd a 85 con NNAC-B,
mientras que 234 pacientes fueron NNAC-NB. Rello et al investigaron la
relacién existente entre la carga bacteriana neumocécica y el resultado
clinico, y observaron que una alta carga cuantitativa de genoma bacteriano
de S. pneumoniae en muestras sanguineas se asociaba con un alto riesgo

de muerte'™

. En nuestro estudio, la NNAC-B se asocia con una mayor
gravedad de la enfermedad. Otros estudios recientes con tamafos
muestrales mayores han aportado datos que refrendan nuestros resultados.

Bordon et al han publicado en 2015 un estudio de 833 NNAC 192 de las que
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394 eran bacteriémicas; dicho estudio combina dos bases de datos
diferentes, una internacional y otra local. Sus resultados sobre mortalidad
otorgan un riesgo aumentado de mortalidad intrahospitalaria a las NNAC-B
frente a las NNAC-NB (12% vs. 6%; p < 0.005) y, aunque parece haber una
tendencia, los resultados no fueron significativos en la mortalidad a los 28
dias (20% vs. 14%; p=0.058). En nuestro pais, Capelastegui et al publicaron
en 2014 los resultados del estudio de 399 pacientes con NNAC-B
procedentes de un grupo de 891 pacientes con NNAC reclutados en dos

hospitales del norte de Espafa '

. En dicho trabajo hallaron que las NNAC-
B presentan mayores tasas de ventilacion mecanica, shock séptico y
fracaso del tratamiento, asi como mayor mortalidad tanto intrahospitalaria
como alos 15y 30 dias.

Abundando en lo anterior, en nuestro estudio el andlisis
multivariante sugiere que la homocigosidad para el alelo FCGR2A-H131
predispone a una mayor gravedad de la NNAC. Sin embargo, nuestro
estudio tiene poca potencia para detectar el efecto del genotipo FCGR2A-
131HH sobre la gravedad y la mortalidad de la enfermedad. No obstante,
para los OR observados con un nivel de significacién estadistica del 5%, la
homocigosidad para el FCGR2A-H131 se asocia con una predisposicion a
desarrollar FRnA en pacientes con NNAC con una potencia del 90.49%.

Aunque aun falta para que quede claramente establecido si el SNP
FCGR2A-H131R juega algun papel en la susceptibilidad a la infeccion por
bacterias encapsuladas en nifios, la mayor parte de los estudios sugieren la
existencia de dicha asociacion. La homocigosidad para el alelo FCGR2A-
R131 también podria estar asociada con un aumento de la susceptibilidad a
la meningitis meningocécica, particularmente en pacientes con déficit del

complemento **

. La NAC, fundamentalmente por S. pneumoniae, es el
mayor asesino de nifios menores de cinco afios en todo el mundo ! Dado
que FCGR2A-R131 es, curiosamente, la variante con menor afinidad para la
IgG,, la alta frecuencia de dicha variante hallada en la mayor parte de las
poblaciones seria sorprendente salvo que confiriese alguna ventaja

selectiva. Aunque no hemos estudiado el papel de FCGR2A-H131R en
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NNAC en nifilos, nuestros hallazgos sobre el papel predisponente del
FCGR2A-H131 (que es la variante con peor afinidad para la PCR) para el
desarrollo de NNAC-B en adultos podrian sostener la idea de una seleccion
balanceada: las variantes FCGR2A-R131 y FCGR2A-H131 pueden
mantener sus altas frecuencias en la mayor parte de las poblaciones por un
balance de fuerzas selectivas contrarias positivas y negativas, en nifios y en
adultos. Como es obvio, estas observaciones deberian ser confirmadas en
otras poblaciones.

A pesar de la demostrada relevancia funcional del FCGR2A-H131R
para unirse a IgG, y PCR, no se puede excluir formalmente la existencia de
desequilibrio de ligamiento con las variantes de los genes que codifican
para los receptores Fcy 6 con otros genes en la regién del cromosoma 1, lo
que podria influir en nuestros resultados.

Por otro lado, la trombopenia es realmente frecuente en la sepsis y
suele estar producida por coagulacion intravascular diseminada, de mayor o
menor entidad. Pero no es menos importante que, ademas, la sepsis se
caracteriza por un estado de hipercoagulabilidad que tiene efectos
deletéreos a corto-medio plazo sobre los individuos afectos. La oclusién de
la microvascularizacion juega un papel importante en la disfuncién organica,
local y a distancia, que aparece en estos pacientes. Sobre ese estado de
hipercoagulabilidad aparece también un mecanismo de activacion
plaquetaria que, ademas, esta mediado por receptores Fcy. El FcyRlla se
expresa en las plaquetas humanas, hace de intermediario en la trombopenia
inducida por heparina y participa en la activacion plaquetaria inducida por el

factor von Willebrand ***

. Cuando las plaquetas son estimuladas con altas
concentraciones de trombina la agregacion se produce con independencia
del FcyRlla; sin embargo, la contribucién de éste ultimo es particularmente
relevante cuando las plaquetas son estimuladas con bajas dosis de
trombina o con analogos del tromboxano A,. Un buen ejemplo de la relacion
existente entre las plaquetas, la lesion organica y la gravedad en la
evolucién de una enfermedad infecciosa fue la pandemia de gripe H;N; de

2009. En los pacientes mas graves se observé una inflamacién exacerbada
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de la via aérea que produjo dafio tisular y pérdida progresiva de la funcion
respiratoria. Durante su estudio se postulé que una gran parte de los
sintomas y de la gravedad de esta gripe estarian causados, o al menos en
relacién, con la excesiva produccién de citoquinas e inmunocomplejos.
Ademas, en esta infeccion, la trombopenia asociada se considera
fehacientemente como un factor de riesgo de mortalidad. Uno de los
origenes de dicha trombopenia podria ser el secuestro plaquetario en
organos muy especificos, como los pulmones o el bazo. De hecho, en las
autopsias de pacientes fallecidos por influenza se observa trombosis de la
vascularizaciéon pulmonar de manera habitual. En una publicaciéon de 2015
de Boilard et al se describe que el virus influenza H;N; promueve la
activacion plaquetaria, por un lado, por medio de la formacion de
inmunocomplejos y estimulo de los receptores FcyRlla y, por otro lado, por
medio de la activacion de la trombina % y, fisicamente, los autores
observaron un importante acimulo de plaquetas en el lavado broncoalveolar
de ratones infectados por el virus H;N;. Pero es que, ademas, las propias
plaguetas pueden jugar un papel principal en la destrucciobn de
determinadas bacterias. Riaz et al publicaron en 2012 los resultados de un
estudio en que observaron que las plaquetas podian destruir primariamente
a bacterias E. coli por medio de una internalizacion dependiente de FcyRlla;
si bien es cierto que describen que la mayor parte del mecanismo de
destrucciébn se producia por la liberacion de proteinas plaquetarias
microbiocidas tras la activacion de dichas paquetas ***. En cualquier caso el
papel de las plaquetas y su relacion con el FcyRlla es indudable, y la
gravedad de la sepsis asociada con la trombopenia por consumo de

plaguetas activadas abre nuevos campos a la investigacion.
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7.- CONCLUSIONES.

Nuestros resultados no respaldan que el polimorfismo FCGR2A-H131R

juegue algun papel en la susceptibilidad a la neumonia adquirida en la

comunidad (NAC) o a la neumonia neumocdcica adquirida en la comunidad

(NNAC). Sin embargo, proporcionamos datos de que la homocigosidad para

FCGR2A-H131 predispone a padecer neumonia neumocdcica adquirida en

la comunidad bacteriémica (NNAC-B) lo que, en nuestro estudio, esta

asociado con una mayor gravedad.

Asi pues, con respecto a la NAC, podemos concluir que:

1.

El genotipo FCGR2A-R/R131 no se asocia a una mayor
susceptibilidad a NAC.

El genotipo FCGR2-R/R131 no se asocia a un peor prondéstico

en pacientes con NAC.

El genotipo FCGR2A-R/R131 no se asocia a una mayor

predisposicion a bacteriemia en pacientes con NAC.

Y con respecto a la NNAC, concluimos que:

4,

El genotipo FCGR2A-R/R131 no se asocia a una mayor
susceptibilidad a NNAC.

La homocigosidad para el alelo FCGR2A-H131 predispone a
padecer NNAC-B.

La homocigosidad para el alelo FCGR2A-H131 se asocia con
una mayor gravedad en pacientes con NNAC vy, por tanto, con

un peor pronéstico.

Asimismo hemos observado y, por tanto, concluimos que:

7.

No existe desequilibrio de ligamiento (DL) entre los genes
FCGR2A, FCGR3A y FCGR3B. Por tanto, se descarta que los

resultados obtenidos para FCGR2A en cuanto a gravedad se
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deban a DL con los polimorfismos funcionales estudiados de los
otros dos genes.

La homocigosidad para el alelo FCGR3A-V158 se asocia con
mayor susceptibilidad a NNAC. Sin embargo, dado que el
estudio no se disefi6 especificamente para este fin, seria
deseable incidir en este propdésito con nuevos estudios que
permitan obtener conclusiones firmes acerca de esta

asociacion.
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