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RESUM

Introduccio:

La malaltia pneumocdccica invasiva (MPI) pot tenir una elevada morbimortalitat, condicionada
pel pneumococ i per factors de I’hoste com els receptors Toll-like (TLRs) i la seva via de
senyalitzacié intracel-lular comuna Toll-IL1IR (TIR). El desenvolupament d’una MPI greu
(MPIG) podria estar condicionat per polimorfismes genétics (SNPs) en regions critiques de la
via de senyalitzaci6 comuna TIR. Aquests SNPs podrien influenciar també I’evolucié i el
pronostic de la MPI.

La determinacié de la perdua d’expressié de la L-selectina (CD62L) “in vivo” en la superficie
dels granulocits podria ser Gtil en I’avaluacié de la via de senyalitzacié TIR en pacients amb
MPIG.

Objectius:

Descriure els SNPs en proteines de la via de senyalitzacié TIR (IRAK1, IRAK4, IRAKM i
MyD88) en pacients amb MPIG. Determinar si aquests SNPs s’associen a la preséncia de
MPIG. Determinar si aquests SNPs condicionen I’evoluci6 dels pacients amb MPIG. Analitzar
si la determinacié de CD62L “in vivo” és Util com a cribratge inicial de les variacions de funcid
de la via de senyalitzacio TIR en pacients amb MPIG.

Metodologia:

Estudi prospectiu observacional de casos i controls. Casos: 60 pacients amb MPI i sindrome de
resposta inflamatoria sisttmica. Controls: 120 pacients sense infeccié aguda ni antecedent
d’infeccié greu. Criteris d’exclusio: immunodeficiéncia coneguda. Variables independents: 1)
freqliencies genotipiques i al-1eliques dels SNPs rs1059701, rs1059702, rs1059703 (IRAKL);
rs1624395, rs1370128 (IRAKM); rs1141168, rs4251513, rs1461567 (IRAK4); rs7744, rs6853
(MyD88). 2) Nivell d’expressio de CD62L en superficie de neutrofils, limfocits i mondcits en
fase aguda de la infeccid i en fase basal. Altres variables: demografiques, antecedents personals

i dades evolutives cliniques, analitiques i microbiologiques de la MPIG.



Resultats:

Associacid significativa entre la preséncia de MPIG i: rs1059701-CC (IRAK1) [p=0,0067, OR
1,430 (IC95%: 1,140-1,795)], rs4251513-CC (IRAK4) [p<0,0001, OR 2,183 (I1C95%: 1,578-
3,019)], rs4251513-C (IRAK4) [p<0,0001, OR 1,468 (IC95%: 1,404-1,535)], rs1461567-T
(IRAK4) [p=0,0158, OR 1,500 (IC 95%: 1,132-1,987)], rs6853-AA (MyD88) [p<0,0001, OR
2,125 (1C95%: 1,787-2,526)] i rs6853-A (MyD88) [p<0,0001, OR 1,935 (IC95%: 1,462-
2,563)].

En els pacients amb MPIG: associacio significativa entre leucocitosi >15000/mmc i rs1059702-
noTT (IRAK1) [p=0,0460, OR 7,500 (1C95%: 1,862-30,214)], pleuropneumonia i rs1624395-G
(IRAKM) [p=0,0147, OR 1,834 (IC95%: 1,230-2,736)] i rs1370128-C (IRAKM) [p=0,0055,
OR 2,060 (1C95%: 1,367-3,105)], sequeles i rs4251513-noGG (IRAK4) [p=0,0010, OR 7,066
(1IC95%: 2,645-18,872)], exitus i rs6853-noAA (MyD88) [p=0,0054, OR 16,086 (3,336-
77,574)] i rs6853-G (MyD88) [p=0,0064, OR 8,388 (1C95%: 2,472-28,455)].

Estudi d’expressio de CD62L : només s’han obtingut dades completes en 21 pacients. Entre els
3 grups cel-lulars, diferéncies significatives en el grup de monocits entre fase aguda i basal
(p=0,0343). En els mondcits, diferencies significatives en rs4251513-CG (IRAK4) entre fase
aguda i basal (p=0,0391).

Conclusions:

Alguns SNPs d’IRAK1, IRAK4 i MyD88 estan associats a un risc incrementat de desenvolupar
MPIG en comparacié amb la poblacié general. Altres SNPS d’IRAK1, IRAKM, IRAK4 y
MyD88 condicionen I’evoluci6 de la MPIG. La identificaci6 de SNPs que predisposin a
malalties infeccioses greus com la MPIG podria ajudar a estratificar els pacients i dissenyar
tractaments especifics. Nous estudis amb mida mostral major podrien ajudar a entendre les
consequencies funcionals d’aquestes associacions a través de la determinacid dels nivells de

CD62L en mondcits abans i després de la MPIG.
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1. LLISTAT D’ABREVIATURES UTILITZADES

MPI: malaltia pneumococcica invasiva
MPIG: malaltia pneumococcica invasiva
greu

SNPs: polimorfismes de nucleotids simples
TLRs: receptors Toll-like

TIR: via de senyalitzaci6 receptors Toll-
like — receptor de la interleucina 1

IRAK1: quinasa associada al receptor de la
IL-1 tipus 1

IRAK4: quinasa associada al receptor de la
IL-1 tipus 4

IRAKM: quinasa associada al receptor de
la IL-1 tipus M

MyD88: proteina 88 de resposta primaria
per a la diferenciacié mieloide

CD62L: L-selectina

SRIS: sindrome de resposta inflamatoria
sistémica

PRISM-II1: Pediatric Risk Score of
Mortality, versio Il

CEIC: comite étic d’investigacio clinica
PMAPs: patrons moleculars associats a
patogens

RRP: receptor de reconeixement de patrons

ADN: acid desoxiribonucleic

ARN: acid ribonucleic

MBL: lecitina d’unié a manosa

LPS: lipopolisacarid

IL-1: interleucina-1

TNF: factor de necrosi tumoral

HSPs: proteines de xoc termic

HMGBL1: factor nuclear high mobility box
1

TAKZ1: quinasa-1 activada pel factor de
transformacio del creixement

MAPK: quinasa activada per mitdgens
SOCSI. proteina supressora dels senyals
citoquimics

Tollip: proteina interactiva amb Toll
MyDa88s: proteina 88 de resposta primaria
per a la diferenciaci6 mieloide (forma
alternativa, soluble)

TRAF6: factor 6 associat al receptor de
TNF

TAB2: proteina 2 lligada a TAK1

NF-kB: factor nuclear kappa B

IDP: immunodeficiéncia primaria

NEMO: modulador essencial del factor
nuclear kappa B

PrCR: proteina C-reactiva



PCT: procalcitonina

Mal/TIRAP: proteina adaptadora similar a
MyD88/proteina adaptadora que conté un
domini TIR

UCIP: unitat de cures intensives
pediatriques

CMSP: ceél-lules mononuclears de sang
periferica

CMI: concentracié minima inhibitoria
PCR: reacci0 en cadena de la polimerasa
ELISA: assaig d’immunoabsorcio
enzimatica

p-cru: valor de p sense ajustar

p-FDR: valor de p ajustat pel metode false
discovery rate

DE: desviacio estandard

LT: limfocits T

CD4: subclasse CD4 dels limfocits T
CD8: subclasse CD8 dels limfocits T
NK: limfocits natural killer

LB: limfocits B

1g: immunoglobulina

C3: fracci6 3 del complement

C4: fracci6 4 del complement
CH50: activitat total del complement
OR: odds ratio

1C95%: interval de confianca del 95%
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2. INTRODUCCIO ?

2.1. MALALTIA PNEUMOCOCCICA INVASIVA

La malaltia pneumococcica invasiva (MPI), causada per Streptococcus pneumoniae
(pneumococ), és una patologia frequent en el nostre medi. Pot cursar en forma de
bacteriemia oculta o formes més greus que comporten una elevada morbi-mortalitat,
amb evolucio a exitus o a seqlieles greus. La incidéncia de MPI és especialment elevada
en menors de 2 anys (51,3 casos/100.000 habitants en el nostre entorn), disminueix dels
2 als 4 anys (26,5 casos/100.000 habitants) i encara més a partir dels 5 anys (4
casos/100.000 habitants), tornant a augmentar en adults majors de 65 anys (1).
Habitualment cursa en forma de bacteriemia oculta i té una evolucié autolimitada, pero

quan cursa en forma de pneumonia, sépsia 0 meningitis pot comportar una elevada

morbi-mortalitat i evolucionar a exitus o a sequeles greus.

El pneumococ és un coc Gram positiu encapsulat. Habitualment es disposa en parelles
(diplococ) o en petites cadenes. Aquest bacteri té una amplia diversitat genética. Es

coneixen més de 94 serotips diferents.

En els Gltims anys s’han desenvolupat vacunes polisacarides conjugades contra diversos
serotips de pneumococ. L’any 2001 es va comercialitzar la vacuna heptavalent (serotips
4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F i 23F). L’any 2009 es va comercialitzar la vacuna decavalent
(serotips de I’heptavalent i, a més, serotips 1, 5 i 7F). A partir de I’any 2010 es va
comercialitzar la vacuna tridecavalent (serotips de I’heptavalent i, a més, serotips 1, 3,

5, 6A, 7F i 19A).



Els serotips del pneumococ estan definits per la capsula bacteriana, el principal factor de
virulencia del pneumococ.

La capsula determina la resisténcia del pneumococ a la fagocitosi, a I’autolisi i a la lisi
induida per antibiotics (2). Altres factors de virulencia son: la pneumolisina, una
proteina citotoxica que destrueix les membranes cel-lulars de I’hoste i activa la resposta
inflamatoria (2,3); el pilus, que intervé en I’adhesié del pneumococ a les cél-lules de
I’hoste i activa la resposta inflamatoria (4); i les proteines de superficie, com la proteina
de superficie A, que actua inhibint I’activacio del complement (5), i la PsrP (proteina
pneumococcica rica en serina), una adhesina que actua en la formacié d’agregats

bacterians a la nasofaringe i en I’adhesio a les cel-lules pulmonars (6,7).

No tots els serotips tenen la mateixa capacitat de produir malaltia invasiva. La
transmissio del pneumococ es realitza persona a persona, a través de les gotes de les
secrecions respiratories i colonitzant la nasofaringe (figura 1). La colonitzacio
nasofaringea és molt frequient a I’edat pediatrica, i el pas de colonitzacié a MPI continua
essent una incognita en la qual intervenen components de I’equilibri hoste-patogen.
Aquest equilibri varia en funcio6 de la diversitat genética del pneumococ i de la resposta

immunitaria de I’hoste, entre altres factors (8).



Figura 1. Esquema patogeénic de la infeccié per pneumococ
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Adaptada de: Bogaert D, de Groot R, Hermans PW. Streptococcus pneumoniae

colonisation: the key to pneumococcal disease. Lancet Infect Dis 2004;4:144-54.Figura
1, pagina 145. Modificada de: Obaro S, Adegbola R. The pneumococcus: carriage,
disease and conjugate vaccines. J Med Microbiol 2002; 51: 98-104

Tot i ésser una malaltia ben coneguda i profundament estudiada, romanen encara moltes
incognites sobre el perqué de la gravetat de la MPI en alguns casos. Probablement un

factor determinant siguin les alteracions del sistema immunitari innat (2-4).



2.2. EL SISTEMA IMMUNITARI INNAT

2.2.1. Generalitats del sistema immunitari innat

Els mecanismes de defensa que es desencadenen al nostre organisme enfront als
diferents tipus d’infeccions es concreten en la resposta immunitaria innata i I’adquirida.
El sistema immunitari innat ha estat tradicionalment infravalorat, donat que la seva
participacid en la resposta immunitaria semblava poc rellevant i especifica al comparar-
lo amb el sistema immunitari adaptatiu. En I’actualitat, la seva importancia, complexitat

I especificitat estan ben documentades.

El sistema immunitari innat va aparéixer abans que I’adaptatiu en I’evolucio6 dels éssers
vius i, des d’aleshores, la seleccid natural s’ha encarregat de modelar una resposta
immunitaria que és especifica front als microorganismes infecciosos aliens a I’hoste. Es
creu que la majoria dels éssers vius pluricel-lulars tenen alguna forma de sistema

immunitari innat.

A diferéncia del sistema immunitari adaptatiu, I’especificitat del sistema immunitari
innat esta codificada genéticament i, per tant, actua de manera immediata, mentre que el
primer necessita que els limfocits es posin en contacte amb I’antigen i es generi una
seleccid i expansio clonals que tarden dies en produir-se. Per tant, la importancia del
sistema immunitari innat és cabdal per a contenir la infecci6 fins que els limfocits
puguin entrar en accié (figura 2). Dit d’una altra forma, I’especificitat del sistema
immunitari innat s’ha desenvolupat al llarg de I’evoluci6 dels éssers vius, mentre que

I’especificitat del sistema immunitari adaptatiu s’ha de desenvolupar de novo a cada

10



individu concret al llarg de la seva vida. També s’ha descobert que el sistema
immunitari innat és necessari per orientar la resposta immunitaria adaptativa dirigida

especificament als microorganismes que no s’hagin neutralitzat en el moment inicial.

L’estratégia del sistema immunitari innat consisteix en reconéixer elements estructurals
comuns a diversos microorganismes, anomenats patrons moleculars associats a
patogens (PMAPSs). Els exemples de PMAPs més coneguts son el lipopolisacarid, el
peptidglica, I’acid lipoteicoic, I’acid desoxirribonucléic (ADN) bacteria, I’acid

ribonucleic (ARN) viral de doble cadena, els manans i els glucans.

Figura 2. Cronologia i caracteristiques basiques de les respostes immunitaries

innata i adaptativa.

Sistema immunitari Sistema immunitari
innat adaptatiu

Reconeixement
limfocit-antigen

v
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- Sintesi anticossos
- Resposta immunitaria cel-lular

Magnitud de la resposta

Minuts Hores Dies Mesos Anys

Adaptada de: Ishii KJ, Akira S. Innate Immunity. A: Rich RR, Fleisher TA, Shearer WT,
Schroeder HW, Frew AJ, Weyand CM, editors. Clinical Immunology: Principles and
Practice. 3rd ed. Philadelphia: Mosby Elsevier; 2008. Figura 3.1, pagina 40.
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Els receptors del sistema immunitari innat encarregats de reconeixer els PMAPs

s’anomenen receptors de reconeixement de patrons (RRP). Aquests receptors son

proteines que es classifiquen en dos grans grups: RRP secretats circulants

cel-lulars (taules 1 i 2) (9-12).

Taula 1. RRP secretats circulants.

i RRP

RRP PMAP RECONEGUT FUNCIO
Péptids antimicrobians
Defensines Membrana microbiana Lisi microbiana,
Catelicidina opsonitzacio
Colectines
Lectina d(l\u/lrg?_;l manosa Manosa microbiana Activacié complement
Proteina A(\j? ngfactant Membrana microbiana Activacié complement

Pentraxines

Proteina C-reactiva (PrCR)

Carbohidrats bacterians,
fosfolipids

Activacié complement
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Taula 2. RRP cel-lulars.

RRP

PMAP RECONEGUT

FUNCIO

Membrana plasmatica

Receptors Toll-like (TLRs)

Veure taula 3

Sintesi citocines, activacio

1,2,4,5,6 cél-lules immunitaries
Receptors escombraire dels . o
X Paret cel-lular bacteriana Opsonitzacio
macrofags P
Receptors de manosa dels . . o
X Manosa microbiana Opsonitzacié
macrofags

Receptor formil-peptid

Membrana bacteriana

Opsonitzacié

Membrana endosomica

Sintesi citocines, activacio

TLR3,7,8,9,10 cel-lules immunitaries

Veure taula 3

Citosol

Sintesi citocines, activacio

Receptors NOD-like 1, 2 cél-lules immunitaries

Peptidoglicans bacterians

Sintesi citocines, activacio

ARN viral | n R . .
al de doble cadena cel-lules immunitaries

Receptors RIG-1-like

Adaptades de: Liu, AH, Zasloff, MA, Johnston, RB Jr. Innate immunity. A: Middleton's
Allergy: Principles and Practice, 7th ed, Adkinson, NF Jr, Busse, WW, Bochner, BS, et
al (Eds), Elsevier 2008. Taula 2.1, pagina 21.

Acronims:

RIG-1: gen | induible per acid retinoic

2.2.2. Els receptors Toll-like i la seva via de senyalitzacio

Els receptors Toll-like (TLRs) son un tipus de RRP cel-lular (veure taula 2). La
familia dels TLRs té un paper clau en I’inici de la resposta immunitaria innata i és el
paradigma del binomi de reconeixement RRP-PMAP. En [I’espécie humana s’han
descrit 10 TLRs diferents, cadascun dels quals reconeix un repertori diferent i limitat
d’epitops microbians (PMAP) (taula 3). De forma conjunta, els TLRs son capacos de

reconeixer practicament qualsevol microorganisme patogen.
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Taula 3. Els TLRs i els seus lligands.

- LLIGANDS
TLR LOCALITZACIO (PMAP RECONEGUTS)
TLR1 Membrana plasmatica Triacil lipopeptids
Peptidoglicans
TLR2 Membrana plasmatica Hemaglutmmg
Fosfolipomana
Zymosan
TLR3 Endosoma ARN viral
Lipopolisacarid
TLR4 Membrana plasmatica Fosfolipids

Proteina de fusié (VRS)
Pneumolisina (pneumococ)

TLR5 Membrana plasmatica Flagelina

Diacil lipopéptids

TLR6 Membrana plasmatica Acid lipoteicoic
ARN viral i bacteria
TLR7 Endosoma Analegs purinics
ARN viral
TLR8 Endosoma Analegs purinics
TLR9 Endosoma ADN viral i bacteria
TLR10 Desconegut

Adaptada de: Kumar H, Kawai T, Akira S. Pathogen recognition by the innate immune
system. Int Rev Immunol 2011 Feb;30(1):16-34.Taula 1, pagina 18

Acronims:
TLR: receptor Toll-like; PMAP: patrons moleculars associats a patogens; ARN: acid ribonucleic; ADN:

acid desoxiribonucleic; VRS: virus respiratori sincitial

Els TLRs reconeixen els PMAP del microorganisme en qlestio, fet que genera una
traducci6 de senyal a nivell intracel-lular on s’inicia la cascada de senyalitzacio per a
comencar la resposta. Aquesta via de senyalitzacié (comuna a tots els TLRs a excepcio
de TLR3 i, parcialment, TLR4) rep el nom de via de senyalitzacié Toll-IL1R (TIR),
degut a la similitud entre la via de senyalitzacié dels TLRs i la del receptor de la

interleucina 1 (IL1R) (figura 3) (13).
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Aquesta cascada precisa d’altres molecules:
1. Adaptadores: MyD88
2. Activadores: protein-kinases activadores com IRAK1, IRAK2 i IRAK4
3. Transductores: TRAF6

4. Efectores: NF-kB, MAPK

Les fases d’aquesta resposta son:
1. Multimeritzacié dels TLRs pels PMAPs (LPS, IL-1, TNF, fibronectina...)
que recluten a MyD88 i IRAK.
2. Formaci6 de complexes de protein-kinases fosforilades (IRAK4-IRAK1) que
els allibera de MyD88
3. Activaci6 de proteines transductores TRAF6-TRAK1-TAB2, les quals
estimulen NF-kB (factors de transcripcid de citocines pro-inflamatories) i

MAPK (anti-inflamatories)

Els limitadors d’aquesta resposta sén: MyD88s, SOCS, Tollip, IRAKM i A20.
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Figura 3. Esquema de la via de senyalitzacid intracel-lular dels TLRs (via de
senyalitzacié Toll-IL1R o TIR).

PAMPSs: Patrones Moleculares LPS fibronectina
Asociados a Patdgenos IL-4 C-lgGC
Bali® | TNF  HMGB1
TLR HSPs ...

Membrana celular

MyD&aEg

I—I MyDE&Bs
IRAK-4
RAK
l— S0CS1, Tollip
IRAK-M I l

Membrana nuclear
v Pro-inflamatorios
genes sistema inmune innato  [spieing alternatival
k

Supresores inflamt

Adaptada de:

Garcia Barreno P. Inflamacién e inmunidad innata. A: Cascales Angosto M, Garcia
Barreno P (eds). Bioguimica y Fisiopatologia del Sistema Inmune. Madrid: Instituto de
Espafia, 2007: pag 89. Modificada de: Kobayashi KS, Flavell RA. Shielding the double-
edged sword: negative regulation of the innate immune system. J Leukoc Biol 2004;75:
fig 1, pag 429.

Acronims:

LPS: lipopolisacarid; IL-1: interleucina-1; TNF: factor de necrosi tumoral; HSPs: proteines de xoc
termic; HMGBL: factor nuclear high mobility box 1; TLR: receptor toll-like; MyD88: proteina 88 de
resposta primaria per a la diferenciacié mieloide; TAK1: quinasa-1 activada pel factor de transformacid
del creixement; MAPK: quinasa activada per mitogens; IRAK1: quinasa associada al receptor de la IL-1
tipus 1; IRAKM: quinasa associada al receptor de la IL-1 tipus M (inhibidora); IRAK4: quinasa
associada al receptor de la IL-1 tipus 4; SOCSL: proteina supressora dels senyals citoquimics; Tollip:
proteina interactiva amb Toll; TRAF6: factor 6 associat al receptor de TNF; MyD88s: proteina 88 de
resposta primaria per a la diferenciacié mieloide (forma alternativa, soluble); TAB2: proteina-2 lligada a
TAK1; NF-kB: factor nuclear-xB
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2.3. LES VARIACIONS EN LA RESPOSTA IMMUNITARIA

El sistema immunitari es desenvolupa al llarg dels primers mesos i anys de vida, per la
qual cosa el tipus i la magnitud de la resposta immunitaria varien amb I’edat. Diferents
estudis i revisions han constatat que la lluita contra les infeccions recau en el sistema
immunitari innat en el periode neonatal i primers anys de vida, ja que el sistema
immunitari adaptatiu tarda més temps en estructurar-se de forma eficient. D’altra banda,
també s’ha vist que el sistema immunitari innat encara és immadur en el periode
neonatal i que madura posteriorment. Finalment, el sistema immunitari acaba de

desenvolupar-se de forma completa cap els 10 anys d’edat. (14-22).

Per una altra banda, el sistema immunitari esta sotmés a variacions genétiques
interindividuals que poden tenir consequéncies funcionals. En concret, la resposta
immunitaria innata esta directament relacionada amb la funcié de diferents elements
com els descrits previament, la disfunci6 dels quals condicionara una susceptibilitat a
certes malalties infeccioses dels humans. Algunes infeccions que es presenten en
pacients préviament sans han demostrat, en alguns casos, una agregacié familiar que
posteriorment ha permes la identificacié de defectes genetics en el sistema immunitari,
amb heréncia mendeliana simple, que s’engloben dins els concepte de les
immunodeficiéncies primaries (IDP). Aquesta base genética d’algunes infeccions ha
introduit I’anomenada “teoria genética de les malalties infeccioses” en el mén de la
immunologia i de les malalties infeccioses. Aquesta teoria, promoguda pel Dr. Jean-
Laurent Casanova (23), busca identificar la base genética de les formes greus de

malalties infeccioses comunes.
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En les formes classiques d’IDP, els nens sén susceptibles a una gran varietat de
microorganismes i solen ser pacients greument simptomatics (un gen, mdaltiples

infeccions).

Alguns exemples d'aquestes formes classiques d'IDP s6n l'asplénia congeénita, els
defectes a la via d'activacié classica del complement i defectes en la resposta dels
anticossos vers antigens polisacarids (24). Aquestes IDP afecten la fagocitosi esplénica
dels bacteris encapsulats. Per aquest motiu, predisposen a MPI perd també a infeccions
greus causades per altres bacteris encapsulats (Streptococcus agalactiae, Haemophilus

influenzae tipus B, Salmonella, Neisseria meningitidis).

Darrerament s’han descobert altres IDP degudes a mutacions genétiques que impliquen
a la via de senyalitzaci6 intracel-lular TIR. Els exemples més importants d'aquestes IDP
son la displasia ectodérmica anhidrotica amb immunodeficiencia (causada per defectes
del modulador essencial del factor nuclear kB (NEMO) o per increment en la funcié de
I'inhibidor del factor nuclear kB); el defecte de quinasa associada al receptor de la IL-1
tipus 4 (IRAK4) o el defecte de la proteina 88 de resposta primaria per a la diferenciacio
mieloide (MyD88). Aquestes noves immunodeficiéncies, a diferencia de les formes
classiques abans descrites, condicionen una susceptibilitat a un espectre estret
d’infeccions per bacteris Gram-positius: concepte d’un gen, poques infeccions (14-
17,25), essent el pneumococ el microorganisme implicat amb més freqliencia i la causa

principal de mort dels pacients afectes.
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Les variacions genétiques més freqlients que existeixen son els polimorfismes genetics

(single nucleotide polymorphisms, en endavant SNPs) (figura 4):

Figura 4. Polimorfisme genetic.

, 1 | Ny

Adaptada de: http://www.biogenig.ca/snp

Els SNPs es defineixen com a posicions del genoma on existeix variacié d’un nucleotid
amb una frequiéncia d’almenys un 1% de la poblaci6. De manera conceptual, els SNPs
es diferencien de les mutacions en qué els primers no causen una malaltia per se.
S’estima que existeixen milions de SNPs en els éssers humans. En els darrers anys
s’esta treballant per catalogar aquestes variacions genétiques amb I’objectiu de coneixer
quines d’elles causen una alteracio de I’expressio i/o de la funcié d’un gen, la qual cosa
podria estar relacionada amb predisposicié a malalties o a diferéncies en I’evolucié
clinica de les mateixes. La base de dades de SNPs més gran és la del National Center
for Biotechnology Information, United States National Library of Medicine, National

Institutes of Health, USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).
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Els SNPs poden estar localitzats als exons (zones codificants del gen), introns (zones no
codificants del gen), regions promotores, amplificadores i regions intergéniques. Només
una petita proporcié dels SNPs esta situada als exons, i d’entre ells, només la meitat
causen canvis d’aminoacids a la proteina expressada. Aquests SNPs s’anomenen “no-
sinonims” (nsSNP). Els SNPs que no causen canvis d’aminoacids a la proteina
expressada s’anomenen “sinonims” (sSNP). A pesar de no canviar I’estructura de la

proteina, els SSNP també poden causar canvis en I’expressio geneética.

Els haplotips sén combinacions de SNPs que es transmeten a la vegada. Es poden
determinar a través de les anomenades analisis de desequilibri de Iligament. Aquestes
analisis s6n una mesura estadistica de I’associacié existent a la poblacié entre SNPs de
diferents loci. Aleshores, es diu que hi ha desequilibri de lligament quan s’observen
determinades combinacions de SNPs amb una freqliencia major a la que s’esperaria

observar en una associacio aleatoria.

El consorci internacional HapMap (http://www.hapmap.ncbi.nlm.nih.gov) ha creat un
mapa d’haplotips mitjangant I’estudi de milions de SNPs a centenars d’individus de
procedeéncia geografica diversa. Gracies a aquest projecte s’han pogut determinar SNPs
que son representatius de molts haplotips. Aquests SNPs reben el nom de tag-SNP (de

I’anglés, SNP “etiqueta”) (26).

A la via intracel-lular de la resposta immunitaria mediada pels TLRs (via de
senyalitzacié TIR) (figura 3) hi ha determinades proteines que es consideren punts clau
en la senyalitzaci6. Per aquest motiu, qualsevol variacié d’aquestes proteines pot

condicionar I’esmentada senyalitzaci6. De fet, les noves IDP, recentment descrites,
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causades per mutacions a les proteines IRAK4 i MyD88 (les quals causen una abolicio
de la funci6 de la via TIR), condicionen una susceptibilitat major a un espectre
sorprenentment estret d’agents infecciosos i reforcen el concepte novedds “un gen,
poques infeccions”. D’entre aquestes infeccions, destaca la susceptibilitat descrita a la
MPI (14-17,25). Aquesta abolicié de la funci6 de la via TIR és deguda necessariament a
la presencia de mutacions en ambdds al-lels (malaltia autosomica recessiva). Tot i aixi,
I’impacte de defectes funcionals més parcials, com podria ser el cas dels SNPs, no ha

estat avaluada de forma sistematica en la MPIG en pacients en edat pediatrica.

A continuacié s’exposen els gens d’algunes de les proteines amb major importancia en
la via de senyalitzacié TIR. També s’exposen alguns SNPs d’aquests gens, freqiients en
la poblaci6 europea, amb transcendéncia clinica descrita a la bibliografia.

La informacid sobre els SNPs esta disponible a la base de dades de SNPs del National
Center for Biotechnology Information, United States National Library of Medicine,
National Institutes of Health, USA: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Per a les
freqliencies al-Ieliques, s’ha tingut en compte la poblaci6 de referéncia d’origen europeu
(HapMap CEU, del HapMap Project, disponible a

http://www.hapmap.ncbi.nlm.nih.gov).

Gen IRAK1:

El gen IRAK1 esta situat al cromosoma X, concretament a la localitzacio Xq28.

Codifica la proteina IRAK1 (quinasa associada al receptor de la IL-1 tipus 1), la qual

forma part del complex IRAK dins la via de senyalitzaci6 TIR (figura 3). La
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importancia de les proteines del complex IRAK com a punt critic d’aquesta via de
senyalitzacio esta ben definida a la bibliografia (27).

Els SNPs rs1059701, rs1059702 i rs1059703 formen part d’un haplotip. Tots tres estan
situats a regions codificants del gen (exons). Diversos treballs han descrit que la
variabilitat d’aquest haplotip condiciona una major activacid6 de NF-kB i una major

gravetat del xoc séptic en adults (28-30). De cadascun d’ells en destaca:

- rs1059701:

Esta situat a la posicié 153284483 del cromosoma. Es defineix per un canvi de citosina
per timina. Es sinonim, és a dir, no modifica la seqiiéncia d’aminoacids de la proteina.
Al-lels possibles: C, T. Freqiiencia al-lélica menor a poblacié HapMap-CEU: C=0,280.

- rs1059702:

Esta situat a la posiciéo 153284192 del cromosoma. Canvia citosina per timina. Aquest
SNP és no-sindnim, ja que modifica la seqliencia d’aminoacids de la proteina canviant
una fenilalanina per una serina a la posicié 196 (Phel96Ser). Al-lels possibles: C, T.
Frequéncia al-lélica menor a poblacié HapMap-CEU: T=0,204.

- rs1059703:

Esta situat a la posicié 153278829 del cromosoma. Canvia citosina per timina. També
és no-sindnim, ja que modifica la seqiiencia d’aminoacids de la proteina canviant una
serina per una leucina a la posicié 532 (Ser532Leu). Al-lels possibles: C, T. Freqguéncia

al-lélica menor a poblacié HapMap-CEU: C=0,225.

Gen IRAKM:

Situat al cromosoma 12 (12q14.3). Codifica la proteina IRAKM (quinasa associada al

receptor de la IL-1 tipus M), la qual forma part del complex IRAK dins la via de
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senyalitzacio TIR (figura 3). La importancia de les proteines del complex IRAK com a
punt critic d’aquesta via de senyalitzacié esta ben definida a la bibliografia (27).

Els SNPs rs1624395 i rs1370128 formen part d’un haplotip. S’ha descrit la influéncia
que té la variabilitat d’aquest haplotip en el desenvolupament d’asma d’inici precog

(31,32).

- r$1624395:

Situat a la posicié 66618216 del cromosoma. Canvia una adenina per una guanina. Esta
localitzat a un intré. Al-lels possibles: A, G. Freqlencia al-lelica menor a poblacid
HapMap-CEU: A=0,434.

- rs1370128:

Situat a la posici6 66618638 del cromosoma. Canvia una citosina per una timina. Esta
localitzat a un intr6. Al-lels possibles: C, T. Frequéncia al-lelica menor a poblacié

HapMap-CEU: T=0,442.

Gen IRAKA4:

Situat al cromosoma 12 (12g12). Codifica la proteina IRAK4 (quinasa associada al
receptor de la IL-1 tipus 4), la qual forma part del complex IRAK dins la via de
senyalitzacio TIR (figura 3). La importancia de les proteines del complex IRAK com a
punt critic d’aquesta via de senyalitzacié esta ben definida a la bibliografia (27).

Concretament, en el cas d’IRAK4, s’han definit mutacions que en condicionen un
déficit i, per tant, una alteraci6 de la via de senyalitzacié TIR que provoca una menor
produccid de citocines pro inflamatories i una major susceptibilitat a infeccions per

bacteris piogenics concrets (14,15).
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A continuaci6 s’exposen les caracteristiques dels SNPs rs1141168, rs4251513 i

rs1461567.

- rs1141168:

Situat a la posicio 44182706 del cromosoma, a la zona 3’UTR del gen (regié no
traduida 3”). Aquesta zona és important de cara a la regulacio de I’expressié del gen, ja
que afecta la poli-adenilacio, I’eficiéncia de la translacié i I’estabilitat de I’ARNm (acid
ribonucleic missatger). Canvia adenina per guanina. Al-lels possibles: A, G. Freqliencia
al-lélica menor a poblacié HapMap-CEU: A=0,464.

- rs4251513:

Situat a la posici6 44174204 del cromosoma, a un intrd. Canvia citosina per guanina.
Al-lels possibles: C, G. Frequiencia al-lelica menor a poblaci6 HapMap-CEU: 0,500.
S’ha descrit major risc d’infeccions per bacteris Gram-positius i menor resposta
inflamatoria en pacients amb un haplotip determinat, del qual aquest SNP forma part
(33). També s’ha observat una associacié d’aquest SNP amb nivells elevats d’IgE a
pacients amb rino-sinusitis cronica i asma (34).

- rs1461567:

Situat a la posicié 44164689 del cromosoma, a un intr6. Canvia citosina per timina.
Al-lels possibles: C, T. Frequiencia al-lélica menor a poblacié HapMap-CEU: T=0,301.
S’ha observat una associacio d’aquest SNP amb nivells elevats d’immunoglobulina E a

pacients amb rino-sinusitis cronica i asma (34).
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Gen MyD88:

Situat al cromosoma 3 (3p22). Codifica la proteina MyD88 (proteina 88 de resposta
primaria per a la diferenciacié mieloide). Aquesta proteina s’uneix al complex TLR-
PMAP, iniciant la cascada de senyalitzacio intracel-lular. A I’igual que IRAK4, s’han
definit mutacions que condicionen una menor resposta inflamatoria i una major
susceptibilitat a infeccions per microorganismes concrets (16,17). D’altra banda, s’han
descrit SNPs de MyD88 que provoquen menor resposta inflamatoria (35).

A continuacio s’exposen les caracteristiques dels SNPs rs7744 i rs6853.

- rs7744:

Situat a la posicio 38184021 del cromosoma, a la zona 3’UTR del gen (regié no
traduida 3’). Canvia adenina per guanina. Al-lels possibles: A, G. Frequéncia al-lelica
menor a poblacié HapMap-CEU: G=0,146.

- rs6853:

Situat a la posicio 38184370 del cromosoma, a la zona 3’UTR del gen (regié no
traduida 3’). Canvia adenina per guanina. Al-lels possibles: A, G. Frequéncia al-lelica

menor a poblacié HapMap-CEU: G=0,115.
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2.4. LARESPOSTA IMMUNITARIA FRONT EL PNEUMOCOC

Els mecanismes de defensa de I’organisme huma front al pneumococ s’inicien a I’epiteli
respiratori. A més de la barrera mucociliar que elimina constantment microorganismes
de la seva superficie, allibera citocines, quimiocines i péptids antimicrobians com el
lisozim, defensines i catelicidines. Posteriorment, el pneumococ és reconegut pels
receptors de reconeixement de patrons del sistema immunitari innat (RRP), com la

proteina C-reactiva (PrCR), colectines i els TLRs.

En el cas concret dels TLRs, el pneumococ és reconegut pels TLRs 1, 2,4, 6 1 9. TLR2
reconeix components de la paret cel-lular, com I’acid lipoteicoic, les lipoproteines i el
pilus 1. També s’ha relacionat amb la translocacié bacteriana a través de la mucosa
nasal (36-39). TLR4 esta implicat en el reconeixement de la pneumolisina (40,41),
mentre que TLR9 reconeix fragments d’ADN del pneumococ (42,43). Si bé els TLRs
que intervenen en el reconeixement del pneumococ son varis o redundants, la via de
senyalitzaci6 comuna TIR és Unica i, per tant, és critica per a que els TLRs puguin

induir la resposta inflamatoria per a defensar-se de la MPI (6,27).

Altres components del sistema immunitari innat també participen de la defensa front al
pneumococ, com el sistema del complement, sobretot a través de la via classica. De

forma conjunta i sinérgica, tots aquests components opsonitzen el pneumococ.

Aleshores, el pneumococ és fagocitat en primer lloc pels macrofags alveolars (en el cas

de la infecci6 respiratoria). Si I’inocul bacteria és gran, les cél-lules fagocitiques

principals passen a ser els neutrofils, mentre que els macrofags passen a tenir funcions
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d’eliminacié de neutrofils apoptotics. En el cas de la bacteriemia, la fagocitosi dels

pNeumococs opsonitzats es produeix a la melsa.

Posteriorment s’inicia la resposta immunitaria adaptativa. Els antigens polisacarids
capsulars del pneumococ sén reconeguts pels limfocits B i es produeixen anticossos

especifics (24,44,45).

Gaschignard et al estudiaren un grup de 163 pacients amb MPI i trobaren
immunodeficiéncies associades en un 10% d’ells (déficit de produccié d’anticossos,
asplénia, déficit de complement i un cas de disfuncié de la via TIR causada per una
mutacié a MyD88) (46). Andres et al estudiaren un pacient de 9 mesos d’edat amb una
sépsia pneumococcica i descobriren un defecte funcional de la via TIR, causat per una
mutacié defectiva del gen IRAK4 (47). Alsina et al estudiaren un grup de 10 pacients
amb MPI recurrent i trobaren que un d’ells tenia un defecte en la senyalitzacio de la via
TIR, el qual es corresponia amb una mutacié defectiva del gen MyD88 (48). Per una
altra banda, Ingels et al van estudiar un grup de 22 pacients amb MPI recurrent i un
d’ells mostrava una disfuncio de la senyalitzacié TIR, sense trobar cap mutacio de la
mateixa via (49). Previament, Hirschfeld et a. van avaluar la rellevancia dels defectes
dels TLRs en nens amb antecedent de MPI, analitzant la funcionalitat dels TLRs sense
trobar alteracions (50). Es tractava, pero, de pacients amb MPI no greu i no es van
valorar els SNPs, els quals ja han estat descrits en els darrers anys com a factors

predisposants d’infeccions.

Exemples d’aquests SNPs son Arg753GIn de TLR2, associat amb una susceptibilitat

major a la tuberculosi (51); Asp299Gly de TLR4, associat a malaltia meningococcica
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greu (52); Arg753GIn de TLR2 i Asp299Gly de TLR4, associats a a una pitjor evolucio
de la sépsia a pacients adults critics (53); Asp299Gly i Thr3991le de TLR4, associats a
brucel-losi i malaria greu respectivament i ambdds protectors vers la MPI (54). De la
via de senyalitzaci6 intracel-lular, s’han descrit SNPs en alguns gens que codifiquen
inhibidors de NF-xB (NFKBIA, NFKBIL2, NFKBIZ i NFKBIE) i condicionen una
major susceptibilitat a MPI (55-57) (estudis realitzats en poblacié adulta). També s’ha
descobert un SNP protector vers diverses infeccions, inclosa la MPI, en el gen que
codifica la proteina Mal/TIRAP (proteina adaptadora similar a MyD88/proteina
adaptadora que conté un domini TIR), un adaptador necessari per la senyalitzacio dels
TLRs 2 i 4 (58). Un haplotip concret d’IRAK4 s’ha relacionat amb la infeccio per
bacteris Gram positius en pacients adults critics (33). D’altra banda, s’han detectat
SNPs en IRAK1 que s’associen a més disfuncié multi organica i mortalitat en la sepsia
(28,29). Aquests SNPs s’han estudiat en poblacié adulta. Altres SNPs, a IKK-alfa,
IRAKM i IRAK4, s’han associat a una alteracid de la resposta immunologica en
processos com el destret respiratori tipus adult, I'asma i [I’increment de la
immunoglobulina E (31,34,59). Tots aquests SNPs condicionen un defecte de resposta
inflamatoria sistemica, a excepcid dels associats a destret respiratori, asma i increment

d’immunoglobulina E, que condicionen un excés de resposta inflamatoria.
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2.5. ELS ESTUDIS FUNCIONALS DE LA VIA DE SENYALITZACIO TOLL-

IL1IR

L’estudi funcional de la senyalitzaci6 mediada pels TLRs s’ha basat classicament en
I’analisi de la produccié de citocines pro inflamatories després de I’estimulacié in vitro
dels TLRs amb agonistes especifics de cadascun d’ells, procediment lent i costos.

Aquest fou el métode emprat per Hirschfeld et al en el seu estudi, comentat abans (50).

En els Gltims anys s’han desenvolupat tecniques més senzilles, com la determinacio de
la pérdua d’expressio de la L-selectina (CD62L) a la superficie dels granulocits quan
son estimulats amb diferents agonistes dels TLRs, proposada per von Bernuth et al (60).
Aquesta selectina és necessaria per la interaccio de les cél-lules amb I’endoteli vascular
en les fases inicials de la inflamacié. Un cop s’ha produit la interaccid inicial, i quan les
cel-lules reben un senyal d’activacié (per exemple, a través de TLRs), CD62L és
alliberada de la superficie cel-lular per un mecanisme anomenat shedding (61). La
pérdua d’expressio de CD62L en superficie indicaria, de manera indirecta, el bon
funcionament de la senyalitzaci6 inflamatoria, també a través dels TLRs (60).
Recentment, aquesta tecnica s'ha utilitzat com a cribratge inicial d'alteracions de la via
de senyalitzacié TIR, mitjancant l'estimulacié in vitro dels granulocits amb agonistes
especifics dels TLRs i l'analisi posterior de la variacié del nivell d'expressié de CD62L,
com en els estudis realitzats amb pacients amb MPI greu o recurrent d’Andres et al,
Alsina et al i Ingels et al (47-49). Tot i que s6n molts els factors intercurrents que poden
afectar I’expressio de CD62L, sembla doncs clar que I’activacié via TLRs in vivo hauria
d’induir canvis en els nivells expressié d’aquesta molecula en funcié de I’activacio

rebuda. No obstant, fins el moment actual no s’ha avaluat aquesta expressio de CD62L
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en el curs de la MPIG, comparant els nivells d’expressio durant la infeccié aguda amb
els nivells “basals” (els que té I’individu abans de la infeccié o una vegada la infeccio ja
esta clarament resolta). D’alguna manera, aquesta valoracid “in vivo” dels nivells
d’expressié de CD62L en fase aguda podria substituir la comparacié post-estimulacié in
vitro per lligands especifics dels TLRs. Aquesta aproximacié modificada de I’estudi de
I’expressié de CD62L, que s’anomena “estudi del nivell d’expressié de CD62L in vivo
en situacié aguda de MPIG”, podria ser Gtil i més senzilla (tot i acceptant que els

resultats serien molt genérics) en I’avaluacio6 de la funcié TIR en pacients amb MPIG.
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3. JUSTIFICACIO

L’abordatge de les malalties infeccioses greus esta canviant en els darrers anys. El
descobriment de SNPs i mutacions a les proteines de la via de senyalitzacié TIR que
condicionen una major susceptibilitat a algunes infeccions ha obert una nova linia de
recerca en la susceptibilitat genetica a les malalties infeccioses. La determinacié de
I’existéncia d’altres SNPs en la via de senyalitzacid, en el cas de la MPI, permetria
descriure noves variabilitats funcionals del sistema immunitari, aixi com estratificar el
risc individual de patir la malaltia per poder definir estrategies concretes en I’actitud

vers els pacients afectes.

D’altra banda, si es confirma la utilitat de I’analisi del nivell d’expressié de CD62L
utilitzant com a estimul la propia infeccié aguda (i no lligands especifics dels TLRs),
com a forma rapida de deteccié de defectes de la via de senyalitzacié TIR en pacients
amb MPIG, aquesta tecnica podria usar-se de forma rutinaria per estratificar els pacients
amb aquesta i altres infeccions bacterianes greus, donat que es tracta d’un procediment

senzill i relativament economic.
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4. HIPOTESI

El desenvolupament d’una MPI greu, Unica o recurrent, en el pacient pediatric sense
immunodeficiéncia coneguda, podria estar condicionada per I’existéncia de SNPs en les
regions critiques de la via de senyalitzaci6 intracel-lular de la resposta immunitaria
innata mediada pels TLRs. L’existéncia d’aquests SNPs podria induir una variaci6é en
aquestes senyalitzacions i condicionar I’evolucid i el pronostic de la infecci6. L’estudi
del nivell d’expressi6 de CD62L in vivo podria ser Gtil com a cribratge inicial dels

defectes dels TLRs.
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5. OBJECTIUS

Objectius de I’estudi dels SNPs en la via de senyalitzaci6 TIR:

Objectiu 1.1. Descriure els SNPs de les proteines de la via de senyalitzacio TIR
(IRAK1, IRAK4, IRAKM i MyD88) en els pacients que han desenvolupat una
MPI greu (MPIG).

Objectiu 1.2. Determinar si aquests SNPs s’associen a la presencia de MPIG.
Objectiu 1.3. Coneixer si aquests SNPs determinen I’evolucio6 dels pacients amb

MPIG.

Objectiu de I’estudi de I’expressio de la L-selectina:

Objectiu 2.1. Analitzar si la determinaci6 de la L-selectina és atil com a

cribratge inicial de les variacions de funcid de la via de senyalitzacié TIR als

pacients amb MPIG.
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6. METODOLOGIA

6.1. TIPUS D’ESTUDI | DEFINICIONS

Estudi prospectiu observacional de casos i controls.

Casos: es va calcular estadisticament una mostra de 60 pacients en base a la incidencia
de MPI a I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona (62) i a la freqliencia dels SNPs a

estudiar en la poblaci6 general.

Controls: mitjancant determinacions analitiques ambulatories, es van estudiar 120
pacients sense patologia infecciosa aguda, immunodeficiéncia coneguda i que no
haguessin estat diagnosticats préeviament d’una MPI. Les extraccions analitiques havien
estat programades per algun altre motiu no relacionat amb patologia infecciosa i/o

immunologica.

Per tal de respondre als objectius, el plantejament de I’estudi va ser el seglent

(desglosat per objectius):

1.1. Analisi del genotip dels SNPs seleccionats als casos i als controls.

1.2. Comparaci6 de la presencia d’aquests SNPs en els casos i en els controls.

1.3. Analisi de I’evolucié dels casos en relacié als SNPs detectats.

2.1. Determinacié de la variaci6 de I’expressio de CD62L a neutrofils, limfocits i
monacits en els pacients amb MPIG, en fase aguda i fase basal, i comparacié dels

valors.
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Reclutament dels casos i controls:

Els casos van ser pacients ingressats a Unitat d‘Hospitalitzacié de Pediatria o a la Unitat
de Cures Intensives Pediatriques (UCIP) de I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona
durant I’any 2010. Els controls van ser pacients que havien acudit a realitzar-se una
extraccié sanguinia de rutina programada a les Consultes Externes del Laboratori

d’Extraccions de I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona.

Criteris d’inclusio:

- Episodi, Unic o recurrent, de MPIG.

- Pacients menors de 10 anys d’edat.

Criteris d’exclusio:

IDP coneguda (humoral, cel-lular, fagocitaria, de complement, asplenia

funcional).

- Immunodeficiéncia secundaria coneguda (infeccié pel virus de la
immunodeficiéncia humana, fistula de liquid cefaloraquidi, sindrome nefrotica,
malaltia cardiopulmonar, asplénia funcional, implant coclear).

- No acceptacid del consentiment informat.

- Manca d’accessos vasculars o no realitzacid d’analitica sanguinia per altres

motius.

Definicié de MPIG:

- Aillament del pneumococ per cultiu o deteccid del seu material genétic

mitjancant reacci6é en cadena de la polimerasa (PCR) (gen de la pneumolisina
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(ply) i un gen capsular) en una mostra habitualment esteril (sang, liquid
cefaloraquidi, liquid pleural, liquid articular o liquid peritoneal).

- Signes clinics de gravetat definits per la presencia de sindrome de resposta
inflamatoria sistemica (SRIS) definida per la International pediatric sepsis
consensus conference (30) (annex 1):

1. Temperatura central (oral, rectal, vesical o sensor intravends
central) >38,5 °C 0 <36 °C.

2. Taquicardia (frequéncia cardiaca >2 DE per sobre el valor normal
per I’edat en absencia d’estimuls externs).
En menors de 12 mesos s’inclou també bradicardia (freqliencia
cardiaca < p10 del valor normal per edat).

3. Taquipnea (frequéncia respiratoria >2 DE per sobre el valor
normal per edat o necessitat de ventilacié mecanica no secundaria
a patologia neuromuscular o anestésia).

4. Leucocitosi 0 leucopenia segons edat, o >10% de neutrofils
immadurs.

- Es defineix MPIG recurrent com a la preséncia de 2 o més episodis de MPIG en

un mateix pacient amb una separacié d’almenys un mes.

Seleccio dels SNPs a analitzar:

Els criteris de seleccié van ser els seglients:

- Proteines de la via de senyalitzacié TIR, les quals, per tant, constitueixen punts

critics en la cascada de senyalitzacio dels TLRs.
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- Frequencia dels SNPs en la poblacié general (major del 5%) per tal de poder
obtenir resultats significatius segons la mida estimada de la mostra.

- Rellevancia clinica descrita a la bibliografia, en forma de susceptibilitat a
infeccions o malalties inflamatories.

- Situaci6 del SNP en el gen corresponent. Es van prioritzar els situats als exons i,

dels intronics, els situats en posicions promotores o reguladores.

La informacid sobre els SNPs esta disponible a la base de dades de SNPs del National
Center for Biotechnology Information, United States National Library of Medicine,
National Institutes of Health, USA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp). Per a les
freqliencies al-léliques, es va tenir en compte la poblacié de referéncia del HapMap

Project, disponible a: http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov.

Els SNPs seleccionats van ser els segiients:
IRAK1: rs1059701, rs1059702, rs1059703.
IRAKM: rs1624395, rs1370128.

IRAK4: rs1141168, rs4251513, rs1461567.

MyD88: rs7744, rs6853.
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6.2. VARIABLES RECOLLIDES

Variables independents:
- SNPs esmentats de les proteines de la via de senyalitzaci6 TIR: IRAKL,
IRAKM, IRAK4 i MyD88.
- Nivell d’expressio de CD62L a la superficie dels neutrofils, limfocits i monocits

en la fase aguda de la infecci6 i en fase basal.

Resta de variables:

Demografiques : edat, sexe, étnia, arbre genealogic d’almenys 3 generacions.

Perinatologiques : edat gestacional, pes al naixement, caiguda del cordd

umbilical.

- Calendari vacunal i tolerancia a les vacunes administrades. La vacuna
antipneumococcica inclosa com a opcional al calendari vacunal durant el periode
d’estudi era la polisacarida conjugada heptavalent.

- Antecedents patologics: historial d’infeccions i tractaments rebuts.

- Dades cliniques, analitiques i microbiologiques de la MPIG:

0 Recompte leucocitari i formula manual.

0 Reactants de fase aguda: proteina C reactiva (PrCR), procalcitonina
(PCT).

0 Gradacié segons escales internacionals definides a la International
pediatric sepsis consensus conference (sindrome de resposta inflamatoria
sistemica, sepsia, sépsia greu, xoc septic, sindrome de disfuncié

multiorganica).
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o Evolucio: temps de resolucié de la febre i de normalitzacié dels reactants
de fase aguda.

o Variables microbiologiques: serotip de pneumococ.
Valoraci6 gravetat: puntuacié de I’escala Pediatric Risk of Mortality Score —
versio 11l (PRISM-1I1) (63,64) (annex 2), necessitat ventilaci6 mecanica
invasiva i no invasiva, necessitat de medicacid inotropica, necessitat d’ingrés a
UCIP (i duraci6 dels mateixos).
Estudi immunologic en fase basal: hemograma, deteccié de la presencia de
cossos de Howell-Jolly a sang periferica, poblacions limfoides,

immunoglobulines, complement, isohemaglutinines i antigens vacunals.
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6.3. METODE

Ambit de treball:

L’ambit de treball en la seleccio, diagnostic i seguiment dels casos va ser la Unitat
d’Hospitalitzacié de Pediatria i la UCIP de I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona.
L’analisi de I’expressi6 de CD62L el va realitzar el doctorand al laboratori
d’Hematologia de I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona amb les técniques citades a
continuaci6. L’aillament i determinacid del serotip de pneumococ es va portar a terme
als laboratoris de Bacteriologia i Microbiologia Molecular de I’'Hospital Sant Joan de
Déu de Barcelona amb les técniques citades a continuacid. L’estudi immunitari basal es
va realitzar al laboratori d’Immunologia de I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona.
La separacid de les cél-lules mononuclears de sang periferica (CMSP) i la
criopreservacio de les mateixes les va realitzar el doctorand al laboratori de I’Hospital
Sant Joan de Déu de Barcelona. L’analisi dels SNPs es va realitzar al Centro Nacional

de Genotipado (CEGEN-ISCIII, node Universidad de Santiago de Compostela).

A lafigura 5 es pot veure un esquema del métode emprat.

Controls:
Per a la recollida de dades dels controls, es va seguir la segiient metodologia de treball:
1. Selecci6 dels controls. Explicacid6 de I’estudi i obtencié del consentiment
informat.
2. Recollida de sang per a I’estudi dels SNPs.
3. Separacio6 de les cel-lules mononuclears de sang periféerica (CMSP) mitjangant el

meétode de diferéncia de densitats:
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a. Extraccié de mostra d’almenys 3 mil-lilitres de sang completa

b. Diluci6 de la sang al doble amb buffer de fosfats (PBS)

c. Introduccié a un tub de 5 mil-lilitres de soluci6 de polisucrosa i diatrizoat
sodic (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich, MO, USA)

d. Addici6 de la sang diluida lentament damunt la polisucrosa

e. Centrifugacio del tub a 2000 rpm durant 25 minuts

f. Aspiracio de la capa de CMSP que queda després del centrifugat i diposit
de la mateixa a un altre tub amb PBS

g. Centrifugacio del tub amb les CMSP a 2000 rpm durant 10 minuts

h. Buidament del liquid. Addicié de PBS i nova centrifugacio

i. Aspiracio del centrifugat (CMSP aillades) i transferencia del mateix a un
tub de microcentrifuga

J. Microcentrifugacié a 5000 rpm durant 1 minut

k. Buidament del liquid i congelacio de les CMSP amb neu carbonica i
etanol

I.  Emmagatzematge de la mostra congelada a -80 °C

Casos:
FASE AGUDA:
Per a la recollida de dades de cada pacient en la fase aguda es va seguir la seguent
metodologia de treball:
1. Selecci6 dels pacients segons criteris d’inclusio. Informacié de I’estudi als
pacients i pares o tutors. Obtencié del consentiment informat.

2. Recollida de sang per a I’estudi funcional dels TLRs i per a I’estudi dels SNPs.
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3. Estudi funcional de la senyalitzacié dels TLRs mitjancant la determinacié del

nivell d’expressio de CD62L a la superficie de neutrofils, limfocits i monocits

per citometria de flux:

a.

b.

Extraccio de mostra de 100 microlitres de sang completa

Separacid de la sang en dos tubs: tub “control” i tub “problema”

Addici6é de 5 microlitres d’anticos anti-CD62L (PE Mouse anti-Human
CD62L, Becton Dickinson, CA, USA) al tub “problema”

Addici6 de 5 microlitres d’anticos control (PE Mouse 1gG;, Becton
Dickinson, CA, USA) al tub “control”

Incubaci6 durant 15 minuts en obscuritat

Addici6 de 2 mil-lilitres de tamp6 de lisi als dos tubs i repos durant 10
minuts

Centrifugacio dels dos tubs a 2500 rpm durant 5 minuts

Buidament del liquid i addici6 de buffer de fosfats (PBS)

Insercio dels tubs al citometre BD FACScalibur, Becton Dickinson, CA,
USA

Adquisicié i analisi de les dades amb el programa CellQuest Pro

Software, Becton Dickinson, CA, USA

4. Criopreservacié d’una mostra de sang total com a mecanisme de seguretat.

5. Recollida prospectiva (cada 24 hores) de les dades necessaries per avaluar

6.

I’evolucié segons les escales internacionals (dades cliniques, analitiques i

microbiologiques).

Aillament de les soques de pneumococ mitjancant tecniques microbiologiques

estandard, les quals inclouen la prova de sensibilitat a I’optoquina i una técnica

de deteccié antigénica de la capsula polisacarida (Slidex pneumo-kit,
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BioMérieux, Marcy-I’Etoile, France). La concentracié6 minima inhibitoria (CMI)
es va determinar a través de la técnica de diluci6 en agar. La susceptibilitat a
penicil-lina i a altres antibiotics es va definir d’acord als punts de tall del
Clinical Laboratory Standards Institute (65). El serotipat de les mostres es va
realitzar mitjangant la reacci6 de Quellung o el test de dot-blot al Centro
Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda,
Madrid).

L’estudi de DNA de pneumococ en mostra habitualment estéril (plasma, liquid
cefalorraquidi, liquid pleural o articular) es va realitzar mitjangant deteccio del
gen de la pneumolisina (ply) i el gen capsular wzg (66) amb la técnica de Real-
Time PCR sequencial. El tipus capsular (serotip) de les mostres positives per
PCR es va realitzar a través de la técnica de Real-Time PCR Multiplex (67).
Amb aquest métode és possible diferenciar els 24 serotips implicats amb major
freqiiencia en la MPI (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F/A, 8, 9V/ANL, 14, 15B/C, 18C/B,

19A, 19F/B/C, 23A i 23F).

FASE BASAL.:

A I’alta de cada pacient, es va programar una visita de seguiment (anomenada “fase
basal”) al cap d’un periode de temps necessari per a la normalitzacié de la patologia
aguda que va motivar I’ingrés. Aquest periode es va estimar en 1-2 mesos. A tots els
pacients, en fase basal, se’ls va realitzar un control clinic, analitic i, segons la patologia

que havia motivat I’ingrés, radiologic.
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Per a la recollida de dades de cada pacient en la fase basal es va seguir la segient

metodologia de treball:

1. Valoraci6 clinica del pacient.

2.

Estudi immunologic basal per descartar altres formes d’IDP causants de MPIG:
Hemograma.

Deteccio de la presencia de cossos de Howell-Jolly a frotis de sang periférica per
a descartar el diagnostic d’asplénia funcional.

Poblacions limfoides T, B i natural killers (NK). Técnica de citometria de flux
(citometre FACScalibur, Becton Dickinson).

Dosificacié d’immunoglobulines (IgG, IgA, IgM) i del complement. Metode
immunoturbidimétric per espectrometria d’absorci6 molecular a 700 nm
(analitzador Architect, Abbott). Comparacié dels valors amb el rang de
normalitat segons I’edat.

Determinaci6 de grup sanguini i isohemaglutinines. Técnica de microgel
(reactius Diamed). En el cas de les isohemaglutinines, s’han considerat positius
o normals els titols d’anti-B superiors a 1/8 i els titols d’anti-A superiors a 1/16.
Resposta a antigens vacunals proteics de tetanus i diftéria. Técnica ELISA
(assaig d’immunoabsorcié enzimatica). S’han considerat valors normals o
protectors els superiors a 0,1 Ul/ml.

Segona determinacié de I’expressié de CD62L en superficie de neutrofils,
limfocits i monacits (estudi de I’expressid basal de CD62L).

Separaci6 de les cel-lules mononuclears de sang periferica (CMSP) mitjancant el
metode de diferéncia de densitats (mateixa metodologia que I’emprada amb els

controls).
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5. Genotipat dels SNPs seleccionats de les mostres criopreservades de casos i
controls. S’ha utilitzat el métode iPLEX® Gold de la plataforma de genotipat
MassARRAY® (Sequenom Inc., San Diego, CA, USA)). Els serveis de genotipat
van ser proveits pel Centro Nacional de Genotipado (CEGEN-ISCIII)
(http://www.cegen.org).

6. Recollida de totes les variables esmentades generades per la recollida de dades.

7. Analisi estadistica.

Figura 5. Esquema de treball.

CASOS CONTROLS

Seleccio de casos
Consentiment informat
Analitica fase aguda
Determinacié aguda CD62L
Recollida dades evolutives

INGRES
PLANTA / UCIP

CONSULTES

EXTERNES
LABORATORI

L R O B R O R

Seleccio de controls
Consentiment informat
Analisi de SNP

[T

Control clinic VISITA

Estudi immunologic basal SEGUIMENT
Determinacié CD62L basal

. Analisi de SNP
0. Recollida de dades evolutives

=0 ® 0
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6.4. ANALISI ESTADISTICA

Estudi dels SNPs en la via de senyalitzacié TIR:
Utilitzacio dels paquets estadistic Ene2 per al calcul del tamany mostral requerit i del
SAS 9.2 i la plataforma d’analisi estadistica genética SNPator (68) per al tractament i

analisi de les dades genétiques.

Es van construir taules de frequeéncia per a descriure les proporcions genotipiques i
al-leliques de les variables qualitatives per a cada SNP. Pel que fa a les variables

quantitatives es van utilitzar la mitjana, desviacio tipica, minim, maxim i quartils.

Per a cada SNP es va avaluar I’existencia de relacio lineal entre les freqiiencies de les
variables analitzades i el genotip. També va ser avaluada I’associacié entre les variables
i les freqliencies homozigotiques i al-léliques. Per aquestes avaluacions es va emprar,
mitjangant un test de Wald, un model de regressio logistica incloent el sexe, I’edat i el
serotip de pneumococ com a potencials variables de confusié (69). Pel que fa a les
variables quantitatives, també es va avaluar la tendéncia lineal respecte el genotip, aixi
com les mitjanes en els models dominant i recessiu i respecte els al-lels. En aquest cas

es va emprar un analisis de la variancia (ANOVA).

Es van calcular dos valors de p: el valor de p sense ajustar (p-cru) i el valor de p ajustat

pel meétode false discovery rate (p-FDR) (70). S’exposen els valors significatius

(p<0,05) i els marginalment significatius (p<0,10).

49



Estudi de I’expressié de CD62L:

Utilitzacié del paquet estadistic SAS 9.2.

Es van comparar la tendencia central de la fase aguda i la fase basal. Si la diferéncia
d’expressid entre fase aguda i basal es podia assumir que es distribuia sota una Normal,
es va estimar I’interval de confianca de la diferéncia de mitjanes i la igualtat d’aquestes
es va testar mitjancant un t-test. D’altra banda, si no es podia realitzar I’assumpcié de
Normalitat, es va estimar per interval la mediana de les diferéncies i es va aplicar la

prova no parametrica de Wilcoxon.

S’exposen els valors significatius (p<0,05) i els marginalment significatius (p<0,10).

6.5. ASPECTES ETICS

La identitat del pacient va ser mantinguda de forma confidencial al llarg de tot I’estudi.
Les dades completes de filiacié i el consentiment per escrit estan guardades a I’arxiu de
I’investigador. Les dades obtingudes es van tractar segons la llei 15/1999 de Proteccid
de Dades de Caracter Personal. D’acord amb aquesta llei, les dades personals que es

requereixen dels subjectes son les necessaries per cobrir els objectius de I’estudi.

El subjecte participant té dret a I’accés a les seves dades personals i a sol-licitar la

rectificacié o cancel-laci6. Donat que els pacients que es van incloure a I’estudi eren

menors d’edat o es trobaven en un estat critic, es va demanar en tots els casos la
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signatura d’un consentiment informat als responsables legals d’aquests pacients.
(annexos 3 i 4).

L’estudi es va portar a terme seguint les recomanacions etiques internacionals per a la
investigacié en éssers humans, recollides en les declaracions etiques internacionals de

Helsinki (versio revisada d’Edinburg, 2000).

Aquest estudi va ser presentat al Comité Etic d’Investigacio Clinica (CEIC) de la

Fundacié Sant Joan de Déu i va obtenir I’aprovacié del mateix. S’adjunta el document

que certifica I’esmentada aprovacio (annex 5).
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7. RESULTATS

7.1. ANALISI DESCRIPTIVA

Durant el periode d’estudi, es van reclutar un total de 60 pacients consecutius amb
MPIG (casos) i 120 controls. Trenta-cinc casos (58,3%) eren de sexe masculi. L’edat
mitjana dels casos era de 3,11 anys (DE: + 2,19 anys, rang: 21 dies - 9 anys). Seixanta-
nou controls (57,5%) eren de sexe masculi. La mediana d’edat dels controls era de 4,5
anys (p25-75: 1,2 anys - 13 anys). En quant a I’origen étnic dels subjectes, el 91,67%
dels casos i el 98,33% dels controls eren d’étnia caucasica. Les diferéncies de sexe i

origen étnic entre casos i control no eren estadisticament significatives (taula 4).

Taula 4. Caracteristiques demografiques de casos i controls

Variable Casos Controls 0
(n=60) (n=120)
Sexe (masculi %) 58,3 57,5 0.96

(1C95%) (1C5%: 44,9-70,7) (1C95%: 47,7-65,9) ’

Etnia (Caucasica %) 91,67 98,33 1
(1C95%) (1C95%: 81,6-97,2) | (1C95%: 94,1-99,8)

Edat mediana (anys) 3,1 9,8

(rang) (21 dies - 9 anys) (1 mes - 41 anys)

1C95%: interval de confianga del 95%
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7.1.1. Analisi dels controls

Els controls no tenien antecedents familiars de consanguinitat, infeccions greus o
patologia immunologica. Tampoc tenien antecedents personals de malalties infeccioses
invasives o patologia immunologica. Cap control ha desenvolupat, a data d’avui, una

MPI.

7.1.2. Analisi dels casos

Com a antecedents personals d’interes, 5 casos (8,3%) havien estat prematurs (edat
gestacional inferior a 37 setmanes: 3 prematurs tardans de 36 setmanes, un prematur
tarda de 34 setmanes i un prematur extrem de 28 setmanes). Quatre casos (6,7%) havien
tingut un antecedent patologic d’infeccié bacteriana d’etiologia desconeguda (dos casos
amb antecedent de pneumonia, una nena de 5 anys amb antecedent d’osteomielitis als
21 dies de vida i una nena de 4 anys amb antecedent de cel-lulitis cutania als 20 dies de

vida). No hi havia antecedents de consanguinitat en cap dels pacients.

Tots els casos tenien el calendari vacunal al dia i les vacunes havien estat ben tolerades.
En quant a la cobertura vacunal antipneumococcica heptavalent (opcional en el
calendari vacunal), 23 casos (38,3%) tenien cobertura completa (almenys 3 dosis).
Tenien cobertura vacunal incompleta (menys de 3 dosis) 7 casos (11,67%) i nul-la (cap

dosi) 30 casos (50%).

Les MPI greus van ser, per ordre de frequiencia: pleuropneumonia (60%, de les quals un

16,7% van ser necrotitzants i un 72,2% van estar associades a bacteriemia), pneumonia
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(20%, totes elles associades a bacteriemia excepte una complicada amb abscés
pulmonar), meningitis (15%, de les quals el 77,7% estaven associades a bacteriémia),
artritis (3,3%) i bacteriéemia primaria (1,7%). Aquestes dades queden resumides a la

figura 6 ia la grafica 1.

Figura 6. Resum dels casos de MPIG.

60 MPIG
| | | | |
36 pleuropneumonies | {12 pneumonies 9 meningitis 2 artritis 1
bacteriemia
aillada
1 abscés
| | = pulmonar
26 10 sense —
bacteriemiques bacteriemia * . 11 N 2 sense
L bacteriemiques bacteriemia

—
4

2
necrotitzants

-
bacteriemiques

necrotitzants

* Pneumococ identificat al liquid pleural

Acronims:

MPIG: malaltia pneumococcica invasiva greu
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Grafica 1. Resum dels casos de MPIG.

3,39% 1./%0

O Pleuropneumonia
B Pneumonia

@ Meningitis

W Artritis

W Bacteriemia

Es va analitzar el serotip de pneumococ implicat en tots els casos: serotip 1 (10 casos),
serotip 3 (10 casos), serotip 19A (10 casos), serotip 7FA (3 casos) i un cas de cadascun
dels serotips 5, 5A, 6A, 7F, 9VANC, 14, 15B, 15C, 19F, 22F, 23A i 23F. Els altres 15

casos van ser causats per altres serotips no inclosos a la tecnica de PCR emprada.

De totes les MPIG, 39 (65%) estaven causades per serotips nomeés inclosos en la vacuna
tridecavalent actual. Hi va haver 3 casos (5%) de MPIG causada per serotips inclosos a
la vacuna heptavalent; cap d’aquests havia estat vacunat de forma completa. El 30% de
MPIG restants van ser causades per altres serotips no inclosos en les vacunes

comercialitzades actualment (grafica 2).
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Grafica 2. Serotips de pneumococ implicats

B Pnl3v
O Pnitv
O Altres

A continuacio es descriuen les caracteristiques cliniques i analitiques d’aquests malalts.

Respecte a les dades cliniques:
- La febre maxima mitjana va ser de 39,4 °C (DE: £ 0,7 °C).
- La mitjana de temps de resolucio de la febre va ser de 66,1 hores (DE: + 62

hores).

Respecte a les dades analitiques:
- La mitjana del nimero maxim de leucocits en sang va ser de 21014 /mmc.
(DE: + 8995 /mmc). La mediana del nimero maxim de leucocits en sang va

ser de 19950 /mmc (p25-75: 13625-27375 /mmc).
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La PrCR maxima mitjana va ser de 240,9 mg/l (DE: + 113,2 mg/l). La
mediana del valor maxim de PrCR va ser de 255,3 mg/l (p25-75: 131,7-349
mg/l).

La PCT s’havia determinat en 27 casos, i la mediana del seu valor maxim va

ser de 6,9 ng/ml (p25-75: 1-33,9 ng/ml).

Respecte a les dades evolutives:

Van necessitar ingrés a la UCIP 19 pacients (31,7%), amb una mediana de
temps d’ingrés a UCIP de 30 hores (p25-75: 24-144 hores).

Van precisar ventilacié mecanica invasiva (VMI) 6 pacients (10%), amb una
mediana de duracié de 138 hores (p25-75: 64,25-318 hores).

Es va utilitzar medicaci6 inotropica en 4 pacients (6,7%), amb una mitjana
de duracié de 102 hores (DE: + 49,5 hores).

En quant a la gravetat de la infeccio, tos complien criteris de SRIS: 57 casos
(95%) complien criteris de sepsia, 2 casos de xoc septic i 1 cas de fallida
multiorganica.

Hi va haver dos casos d’exitus. Van ser un nen de 18 mesos amb xoc septic
secundari a meningitis i bacteriemia, que va morir a la UCIP, i un nen de 17
mesos amb pleuropneumonia que va morir al seu domicili per causa
desconeguda després de I’alta. Cap d’aquests dos casos estaven vacunats
amb cap dosi de la vacuna antipneumococcica heptavalent, i els serotips
implicats (6A i 22F) no estaven inclosos en cap de les dues vacunes.

Es va analitzar I’evolucid final de tots els casos excepte d’una pacient, de la

qual es va perdre el seguiment per causes alienes a I’estudi (nena de dos anys
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amb pleuropneumonia, la familia de la qual procedia de Sud-Ameérica i
despres de I’ingrés van tornar a viure al seu pais).

La resta de pacients van evolucionar a curacid (25 casos, 41,7%) i sequeles
(32 casos, 53,3%).

Del total de sequeles, la majoria van ser respiratories (28 casos, 87,5%) en
forma de paquipleuritis, i en 4 casos va ser necessaria, a més, una
segmentectomia. La resta de sequeles van ser neurologiques (2 casos
d’hipoacusia aillada i 2 casos d’hidrocefalia amb convulsions, retras

psicomotor, hipoacusia i deficit visual).

Respecte a les dades analitiques durant I’evolutiu:

L’estudi immunitari en fase basal es va realitzar en tots els casos excepte en
els dos casos d’exitus i la pacient amb perdua de seguiment. Tots ells tenien
abséncia de cossos de Howell-Jolly a sang periférica i valors i proporcions
normals de leucocits i formula leucocitaria, poblacions limfoides (T, CD4,
CD8, NK i B), immunoglobulines (G, M i A) i complement (C3, C4 i
CH50), aixi com una correcta produccié d’isohemaglutinines i d’antigens

vacunals vers tétanus i difteria (taula 5).
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Taula 5. Valors de I’estudi immunitari dels casos en fase basal

(U/ml)

Mitjana DE Rang normalitat
1 mes: 4-7 anys:
Leucocits (/mmc) 10236 3142 5000'19590 5500'15509
1-3 anys: 8-13 anys:
6000-17500 4500-13500
Neutrofils (/mmc) 3479 1609 3000-5800
Limfocits (/mmc) 5422 2481 1500-3000
LT (%) 65 6 62-72
CD4 (%) 41 7 35-55
CD8 (%) 23 6 16-28
NK (%) 9 5 5-20
LB (%) 24 8 12-28
1 mes: 1-5 anys:
2510-9060 3450-12360
2-4 mesos:  6-10 anys:
19G (mg/l) 8882 2191 1760-6010  6080-15720
5-12 mesos:
1720-10690
1-4 mesos: 2-8 anys:
140-1050  430-2070
5-9 mesos: 8-10 anys:
'gM (mg/]) 1088 a5t 3301260 560-3570
10 m-1any:
410-1730
1-3 mesos: 2-5 anys:
13-530 140-1590
4-6 mesos:  6-10 anys:
IgA (mg/l) 786 429 44-840 330-2360
7m-1any:
110-1060
C3 (mg/l) 1267 198 800-1400
C4 (mg/l) 247 91 200-500
CH50 (U/ml) 53 8 42-95
. Percentils
Mediana o5 _ 75
Isohemaglutinines anti-A >1/16
anti-A i/o anti-B (titol) | /1 1/4 - 1/32 anti-B >1/8
Anticosos tétanus
(U/ml) 0,29 0,12 - 0,65 >0,10
Anticosos diftéria 0,75 0,24 — 1,80 50,10

Acronims:

DE: desviaci6 estandard. LT: limfocits T; CD4: subclasse CD4 dels limfocits T; CD8: subclasse CD8

dels limfocits T; NK: limfocits natural killer; LB: limfocits B; 1g: immunoglobulina; C3: fraccio 3 del

complement; C4: fraccio 4 del complement; CH50: activitat total del complement
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7.1.3. Descripcid dels SNPs de les molécules de la via de senyalitzacié TIR

(IRAK1, IRAK4, IRAKM i MyD88) en els pacients que han desenvolupat una MPI

greu (objectiu 1.1) (taules 6 i 7)

En tots els pacients (casos i controls) es va determinar el genotip de cada SNP a
estudiar. Tots els SNPs estaven en equilibri de Hardy-Weinberg (EHW) (assumpcié que
I’aparellament dels al-lels es produeix de forma aleatoria). Les freqiencies al-leliques
trobades eren similars a les descrites a la poblacio de referéncia HapMap-CEU

(poblacio de referéncia d’origen europeu del consorci internacional HapMap).
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Taula 6. Objectiu 1.1. Descripcio6 de la freqiencia dels genotips

(frequiéncies expressades sobre 1)

Gen / SNP Genotip CASOS CONTROLS
IRAK1
rs1059701 C 0,1186 0,0917
CcC 0,0508 0,0333
CT 0,1356 0,1583
T 0,4746 0,4500
TT 0,2203 0,2667
rs1059702 C 0,5000 0,4750
CC 0,2500 0,3333
CT 0,1500 0,1250
T 0,0833 0,0667
TT 0,0167 0,0000
rs1059703 C 0,0702 0,0672
CC 0,0000 0,0084
CT 0,1754 0,1597
T 0,5088 0,4706
TT 0,2456 0,2941
IRAKM
rs1624395 AA 0,1500 0,2083
AG 0,5167 0,4583
GG 0,3333 0,3333
rs1370128 CC 0,2833 0,2833
CT 0,5500 0,4667
TT 0,1667 0,2500
IRAK4
rs1141168 AA 0,2167 0,2667
AG 0,5000 0,6083
GG 0,2833 0,1250
rs4251513 CC 0,3833 0,2083
CG 0,4333 0,5583
GG 0,1833 0,2333
rs1461567 CC 0,4333 0,5917
CT 0,5000 0,3583
TT 0,0667 0,0500
MyD88
rs6853 AA 0,8167 0,6723
AG 0,1667 0,2941
GG 0,0167 0,0336
rs7744 AA 0,8333 0,7815
AG 0,1333 0,1849
GG 0,0333 0,0336
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Taula 7. Objectiu 1.1. Descripcié de la frequencia dels al-lels (frequéncies
expressades sobre 1).

EHW HapMap-
Gen / SNP Al-lel CASOS CONTROLS | (valor CEU
de p)

IRAK1
rs1059701 C 0,2530 0,2171 0,8199 0,280
T 0,7470 0,7829 0,720
rs1059702 C 0,8118 0,8686 0,1070 0,796
T 0,1882 0,1314 0,204
rs1059703 C 0,1728 0,1667 0,4362 0,225
T 0,8272 0,8333 0,775

IRAKM
rs1624395 A 0,4083 0,4375 0,5771 0,434
G 0,5917 0,5625 0,566
rs1370128 C 0,5583 0,5167 0,4362 0,558
T 0,4417 0,4833 0,442

IRAK4
rs1141168 A 0,4667 0,5708 0,2177 0,464
G 0,5333 0,4292 0,536
rs4251513 C 0,6000 0,4875 0,9209 0,500
G 0,4000 0,5125 0,500
rs1461567 C 0,6833 0,7708 0,8193 0,699
T 0,3167 0,2292 0,301

MyD88
rs6853 A 0,9000 0,8193 0,8296 0,885
G 0,1000 0,1807 0,115
rs7744 A 0,9000 0,8739 0,8199 0,854
G 0,1000 0,1261 0,146

Acronims:

EHW: Equilibri Hardy-Weinberg (valor de p >0,05 vol dir que no hi ha diferencies significatives entre
les freqliencies al-leliques observades a la mostra i les esperades si la distribucié al-lélica fos aleatoria i,
per tant, es compleix I’'EHW); HapMap-CEU: Freqgiiéncies al-léliques a una mostra de residents de Utah

amb ascendéncia europea, de la col-leccié6 CEPH del consorci internacional HapMap
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7.2. ANALISI COMPARATIVA

Es va analitzar si existia associacié de cada genotip i dels al-lels per separat amb la
preséncia de MPIG (objectiu 1.2). També es va estudiar si existia associacio dels

genotips i al-lels amb I’evolucié de la MPIG (objectiu 1.3).

7.2.1. Determinar si aguests SNPs s’associen a la presencia de MPIG (objectiu 1.2)

Es va realitzar un estudi d’associacié dels genotips i dels al-lels amb la presencia o

absencia de MPIG.

En el SNP rs1059701 del gen IRAKL, es va observar una associacié del genotip CC
amb la presencia de MPI greu (p=0,0067) amb una odds ratio (OR) de 1,430 (1C95%:

1,140-1,795).

En el SNP rs4251513 del gen IRAK4, es va observar una associacié del genotip CC
amb la preséncia de MPI greu (p<0,0001), amb una OR de 2,183 (1C95%: 1,578-3,019);

i de I’al-lel C (p<0,0001), amb una OR de 1,468 (IC95%: 1,404-1,535).

En el SNP rs1461567 del gen IRAK4, es va observar una associacio de I’al-lel T amb la

presencia de MPI greu (p=0,0158), amb una OR de 1,500 (IC 95%: 1,132-1,987).

En el SNP rs6853 del gen MyD88, es va observar una associacio del genotip AA amb la
presencia de MPI greu (p<0,0001), amb una OR de 2,125 (IC95%: 1,787-2,526); i de

I’al-lel A (p<0,0001), amb una OR de 1,935 (IC95%: 1,462-2,563).

64



A les taules 8 i 9 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de
significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p

<0,05 ajustats pel metode FDR i les OR significatives).
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Taula 8. Objectiu 1.2. Associacié de genotips amb la preséncia de MPIG

Gen/

Possibles

Genotip

SNP genotips ~ssociat AA vs AB+BB BB vs AA+AB
p-cru p-cru
p-FDR p-FDR
OR (IC 95%) OR (IC 95%)
IRAK1
0,0020 0,5651
rs1059701 | C/CC/CT/T/TT CC 0,0067 0,9310
1,430 (1,140-1,795) | 1,141 (0,729-1,786)
0,4158 0,5079
rs1059702 | C/CC/CT/T/TT TT 0,5939 0,9310
1,433 (0,602-3,410) | 1,585 (0,406-6,190)
0,5029 0,8127
rs1059703 | C/CC/CT/T/TT CC 0,5970 0,9751
1,210 (0,693-2,113) | 1,082 (0,563-2,081)
IRAKM
0,5373 0,9764
rs1624395 AA/AG/GG GG 0,5970 0,9764
1,449 (0,446-4,701) | 1,008 (0,585-1,737)
0,9619 0,2851
rs1370128 CCICT/TT CC 0,9619 0,7762
1,011 (0,650-1,571) | 1,623 (0,668-3,941)
IRAK4
0,3163 0,0712
rs1141168 AA/AG/IGG GG 0,5474 0,7119
1,292 (0,783-2,133) | 2,827 (0,914-8,739)
<0,0001 0,1765
rs4251513 CCICGIGG CC <0,0001 0,7762
2,183 (1,578-3,019) | 1,197 (0,922-1,555)
0,0594 0,3105
rs1461567 CCICT/TT TT 0,1484 0,7762
1,753 (0,978-3,144) | 1,412 (0,725-2,752)
MyD88
<0,0001 0,6517
rs6853 AA/AG/GG AA <0,0001 0,9310
2,125 (1,787-2,526) | 1,534 (0,239-9,829)
0,3284
rs7744 AA/AG/GG AA 0,5474
1,362 (0,733-2,530)
0,8776
GG 0,9751

1,091 (0,319-3,318)

Acronims: p-cru: valor de p sense ajustar; p-FDR: valor de p ajustat pel métode false discovery rate
(FDR); OR: odds-ratio; 1C 95%: interval de confianga del 95%
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Taula 9. Objectiu 1.2. Associacio d’al-lels amb la preséncia de MPIG

Gen/ Possibles al- lels AI-It_el Test de_ tendencia | Comparacio entre
SNP associat lineal al-lels
p-cru p-cru
p-FDR p-FDR
OR (1C 95%) OR (1C 95%)
IRAK1
0,4191 0,2629
rs1059701 CIT C 0,5935 0,4528
1,104 (0,868-1,405) | 1,229 (0,856-1,765)
0,5419 0,2717
rs1059702 CIT T 0,5935 0,4528
1,131 (0,761-1,680) | 1,538 (0,714-3,312)
0,5618 0,6205
rs1059703 CIT C 0,5935 0,6894
1,075 (0,841-1,374) | 1,147 (0,667-1,972)
IRAKM
0,5935 0,6957
rs1624395 A/G G 0,5935 0,6957
1,122 (0,736-1,710) | 1,126 (0,621-2,044)
0,1215 0,4887
rs1370128 CIT C 0,3037 0,6109
1,179 (0,788-1,764) | 1,182 (0,736-1,901)
IRAK4
0,1215 0,0283
rs1141168 AIG G 0,3037 0,0709
1,648 (0,876-3,100) | 1,522 (1,046-2,216)
0,0613 <0,0001
rs4251513 CIG C 0,2044 <0,0001
1,486 (0,981-2,251) | 1,468 (1,404-1,535)
0,0449 0,0047
rs1461567 CIT T 0,2044 0,0158
1,530 (1,010-2,319) | 1,500 (1,132-1,987)
MyD88
0,0077 <0,0001
rs6853 AIG A 0,0774 <0,0001
1,900 (1,185-3,047) | 1,935 (1,462-2,563)
0,3460 0,4695
rs7744 AIG A 0,5935 0,6109
1,214 (0,811-1,817) | 1,271 (0,664-2,431)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:

odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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7.2.2. Coneéixer si aquests SNPs determinen I’evolucié dels pacients amb MPIG

(objectiu 1.3)

Es va analitzar I’evolucié dels casos de MPI greu en relacié als SNPs i tenint en compte
possibles variables de confusid (edat, sexe i serotip de pneumococ). Les variables

evolutives estudiades van ser:

Tipus d’infeccié pneumococcica: pneumonia, pleuropneumonia, meningitis i

artritis.

- Dades analitiques de gravetat: leucocitosi >15000/mmc, leucopéenia <5000/mmc,
PrCR >150, >200 i >250 mg/I.

- Dades cliniques de gravetat: temps de resolucio de la febre, necessitat d’ingrés a

UCIP, necessitat de VMI, necessitat de medicacid inotropica.

- Evoluci6 de la malaltia: curacid, seqlieles o exitus.

A continuacié s’exposen les associacions trobades entre els pacients (casos) amb dades
evolutives de major agressivitat de la MPI i els genotips i al-lels dels SNPs, amb el grau
corresponent de significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en
negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel métode FDR) (taules 10-19).

En la resta de variables evolutives no es van obtenir associacions estadisticament
significatives amb cap dels SNPs analitzats. Els resultats complets es poden consultar a

I’annex 6.
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Gen IRAK1

rs1059701

No es van trobar associacions estadisticament significatives ajustades pel metode FDR

amb cap dada evolutiva de la MPIG.

A la taula 10 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05).

Taula 10. Associacio d’al-lels i genotips de rs1059701 amb dades evolutives de la

MPIG.
G'?;L.clﬁilp cc;rr:\%lfolsrgsié ppFCI:r)uR OlR (e B
ot | e | Aot | 98T aasaon
T | Testeteniencia | oS | 1,59 (1,006-2,531)
Entre al-lels 8%@2 3,265 (1,052-10,133)
st | e 00 |
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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rs1059702

Es va trobar associacié (p<0,05) del genotip TT amb I’abséncia de leucocitosi

>15000/mmc.

A la taula 11 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p

<0,05 ajustats pel metode FDR), En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 11. Associacio d’al-lels i genotips de rs1059702 amb dades evolutives de la

MPIG.
Al-lel Tipus de p-cru o
Genotip comparacio p-FDR OlR (e B
Leucocitosi Amb els altres 0,0395
>15000/mmc cc dos genotips junts | 0,1317 3,883 (1,067-14,130)
Amb I’altre 0,0046
CT+CC genotip 0.0460 7,500 (1,862-30,214)
Test de tendéncia | 0,0115
C lineal 0.1148 2,003 (1,169-3,432)
0,0282
Entre al-lels 0.1353 3,757 (1,152-12,253)
.. Test de tendéncia | 0,0369
Pneumonia T lineal 0.3693 6,404 (1,119-36,642)
. Amb I’altre 0,0406
Meningitis CT+CC genotip 0.4056 6,020 (1,080-33,549)
Test de tendéncia | 0,0416
UCIP C lineal 0.4156 2,069 (1,028-4,164)
Amb I’altre 0,0123
CT+CC genotip 01227 11,024 (1,685-72,130)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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rs1059703

No es van trobar associacions estadisticament significatives ajustades pel metode FDR

amb cap dada evolutiva de la MPIG.

A la taula 12 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05).

Taula 12. Associaci6 d’al-lels i genotips de rs1059703 amb dades evolutives de la

MPIG.
Al-lel Tipus de p-cru o
Genotip comparacio p-FDR OlR (e B
Leucocitosi Amb I’altre 0,0209
>15000/mmc CT+1T genotip 0,1317 9,148 (1,398-59,861)
Test de tendéncia | 0,0467
T lineal 01173 1,733 (1,008-2,981)
Necessitat Test de tendéncia | 0,0480
d’inotropics T lineal 0,1875 1,640 (1,004-2,676)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Gen IRAKM

rs1624395

Es va trobar associacio (p<0,05) de I’al-lel G i la preséncia de pleuropneumonia.

A la taula 13 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de
significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p
<0,05 ajustats pel metode FDR). En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 13. Associacio d’al-lels i genotips de rs1624395 amb dades evolutives de la
MPIG.

Al-lel Tipus de p-cru o
Genotip comparacio p-FDR OlR (e B
Pleuro- 0,0029
pheumonia G Entre al-lels 0.0147 1,834 (1,230-2,736)
Major temps GG Amb els altres 0,0475
febre dos genotips junts | 0,3199
G Test de tendencia | 0,0177
lineal 0,1771
0,0210
Entre al-lels 0.2104
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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rs1370128

Es va trobar associacio (p<0,05) de I’al-lel C i la preséncia de pleuropneumonia.

S’ha trobat associacid6 marginalment significativa (p<0,10) de I’al-lel T i la preséncia

d’exitus.

A la taula 14 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p

<0,05 ajustats pel metode FDR). En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 14. Associaci6 d’al-lels i genotips de rs1370128 amb dades evolutives de la

MPIG.
G'?;L.clﬁilp cc;rr:\%lfolsrgsié ppFCI:r)uR OlR (e B
pni'gfn?r'“a CT+CC Ar;é;n:)’;gre 82222 3,802 (1,078-13,405)
C Entre al-lels 888gg 2,060 (1,367-3,105)
Exitus T, Oi‘rgsn%'ass'tjrjﬁ N 8%82 5,070 (1,182-21,753)
T | Testetenencia | 00080 | 365 (1,278-7,836)
Entre al-lels 88328 3,210 (1,062-9,703)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Gen IRAK4

rs1141168

Es va trobar associacié marginalment significativa (p<0,10) de I’al-lel A i la preséncia

d’exitus.

A la taula 15 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p

<0,05 ajustats pel metode FDR). En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 15. Associacio d’al-lels i genotips de rs1141168 amb dades evolutives de la

MPIG.
G'?;L.clﬁilp cc;rr:\%lfolsrgsié ppFCI:r)uR OR (1C 95%)
>2%5Cr§g/| AG+GG Ar;é;nlc;;gre D01 | 3977 (1.218-12,987)
>2F;'E)Cr§g/| AG+GG Arggngggre 8:2;‘;3 3,273 (1,039-10,311)
Exitus A | Testdetendencia 88@35 3,307 (1,174-9,830)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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rs4251513

Es va trobar associacio (p<0,05) entre el genotip GG i I’abséncia de seqieles.

A la taula 16 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p

<0,05 ajustats pel metode FDR). En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 16. Associacio d’al-lels i genotips de rs4251513 amb dades evolutives de la

MPIG.
Al-lel Tipus de p-cru o
Genotip comparacio p-FDR OlR (e B
PrCR Amb I’altre 0,0221
>200 mg/l CG+CC genotip 0,2213 3,898 (1,215-12,502)
Amb els altres 0.0305
Curacio GG dos genotips ’ 4,429 (1,150-17,059)
. 0,3055
junts
. Amb I’altre <0,0001
Sequeles CG+CC genotip 0,0010 7,066 (2,645-18,872)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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rs1461567

Es va trobar associaci6 marginalment significativa (p<0,010) entre el genotip CC i

I’al-lel C i la preséncia d’exitus.

A la taula 17 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p

<0,05 ajustats pel metode FDR). En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 17. Associaci6 d’al-lels i genotips de rs1461567 amb dades evolutives de la

MPIG.
Al-lel .
. Tipus de p-cru o
Genotip comparacié 0-FDR OR (IC 95%)
Amb els altres 0.0185
Exitus CcC dos genotips ’ 7,070 (1,388-36,014)
& 0,0927
junts
Test de tendencia | 0,0150
C lineal 00500 | 74 (1,404-23,471)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Gen MyD88

rs6853

Es va trobar associacié (p<0,05) entre I’al-lel G i la presencia d’exitus, i entre el genotip
AA i I’'absencia d’exitus.

A la taula 18 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de
significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p
<0,05 ajustats pel metode FDR). En la resta de variables evolutives no es van obtenir

associacions estadisticament significatives.

Taula 18. Associacio d’al-lels i genotips de rs6853 amb dades evolutives de la
MPIG.

G'?;L.clft}ilp cc;rr:\%lfolsrgsié ppFCI:r)uR OlR (e B
>'-1‘;‘6%%‘;'r;°r§]'c A Entre al-lels 88;22 3,841 (1,059-13,929)
dinatropies | CC | dos genotins juns | 0.2012 | 58004 (1:308-999.999)

Exitus | AG+GG Argsnlc;;gre 8885 16,086 (3,336-77,574)
G | Testdetendencia Do0a7 | 10.712 (2903-39531)
Entre al-lels 88822 8,388 (2,472-28,455)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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rs7744

No es van trobar associacions estadisticament significatives ajustades pel metode FDR

amb cap dada evolutiva de la MPIG.

A la taula 19 s’exposen les associacions trobades amb el grau corresponent de

significacio estadistica (en cursiva, els valors crus de p<0,05).

Taula 19. Associacidé d’al-lels i genotips de rs7744 amb dades evolutives de la

MPIG.
Al-lel Tipus de p-cru 0
Genotip comparacié p-FDR OR (IC 95%)
Leucocitosi Test de tendéncia | 0,0468
>15000/mmc G lincal 01173 | 4713 (1,022-21,726)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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7.2.3. Analitzar si la determinacié de CD62L és util com a cribratge inicial dels

defectes de senyalitzacio dels TLRs (objectiu 2.1)

Es va realitzar la determinacio de I’expressio de CD62L en fase aguda i fase basal en 21
casos de MPIG. En la resta de casos de MPIG faltava alguna de les determinacions, per
la qual cosa no es van tenir en compte per a I’analisi. Es van determinar els valors
d’expressié de CD62L en cada fase en les poblacions cel-lulars de neutrofils, limfocits i
monaocits. Els valors d’expressio analitzats van ser:

- Percentatge de cel-lules de la mostra que expressen CD62L (valor A)

- Mitjana d’intensitat d’expressio global de totes les cel-lules de la mostra (valor

B)
- Mitjana d’intensitat d’expressio de les cél-lules que expressen CD62L (valor

C)

En primer lloc, es va analitzar la diferencia entre fase aguda i fase basal dels valors A, B

i C per a cada grup cel-lular. Es va observar que la diferéncia era significativa en els

valors B i C dels monacits (taula 20).
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Taula 20. Analisi de la comparacid de I’expressié de CD62L entre fase aguda i

basal.

Valor de la

diferencia - . Limit inferior | Limit superior
aguda- | Mitjana| DE | Mediana | “yo )i c'g506 | delicos% | T
basal

Neutrofils

(valor A) 3,83 20,54 2,15 -3,01 7,21 0,1643
Neutrofils | g 0y 11763 -18,02 -79.61 22.02 0,2510
(valor B) ’ : : ’ ' '
Neutrofils

(valor C) -32,95 162,69 -63,21 -107,00 41,10 0,3644
Leucocits

(valor A) 2,61 19,21 2,03 -5,42 6,28 0,4896
Leucocits

(valor B) 3,42 74,78 18,53 -30,62 37,46 0,8362
Leucocits

(valor C) 6,86 |103,66| -0,66 -40,33 54,05 0,7648
Monocits

(valor o) | 9% | 2260 1 183 -9,38 11,19 0,8560
Monocits

(valor B) 93,68 |188,47 71,90 7,90 179,47 0,0339
Monocits

(valorc) | 2807 |197.83) 80,05 8,01 188,12 | 0,0343

Acronims:

p: valor de p; IC 95%: interval de confianga del 95%

En segon lloc, es va analitzar la diferéncia entre fase aguda i fase basal dels valors
d’expressié de CD62L (valors A, B i C) en el grup cel-lular dels mondcits. Es va
observar una diferéncia significativa del valor A (percentatge d’expressié de CD62L) en
el genotip CG del SNP rs4251513 d’IRAK4 (taula 21). No es van observar diferencies

significatives en cap altre valor ni SNP.
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Taula 21. Monaocits, diferéncia del valor A

entre fase aguda i fase basal segons

genotip.
Mitjana Mediana irll_fciaTii; r sulbi:':g r
SNP Genotip | N de la DE _ de la ~lderic de r'ic P
diferéncia diferéncia 95% 95%

rs4251513 CcC 10 -9,90 24,16 -4,79 -41,50 12,98 0,7539
CG 9 13,36 16,38 8,19 0,25 36,67 0,0391
GG 2 -1,07 15,53 -1,07 -12,05 9,91 1,0000

Acronims:

p: valor de p; IC 95%: interval de confianga del 95%
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8. DISCUSSIO

8.1. ASSOCIACIO DE SNPs DE LA VIA DE SENYALITZACIO TIR AMB LA
PRESENCIA DE MPIG | AMB PARAMETRES EVOLUTIUS DELS

PACIENTS AMB MPIG

Aquest és el primer estudi que demostra associaci6 de SNPs d’IRAK1, IRAK4 i
MyD88 amb la presencia de MPIG.
Els resultats mostren que alguns dels SNPs estudiats estan relacionats amb un risc
incrementat de desenvolupar una MPIG:

- Genotip CC de rs1059701 a IRAK1

- Al-lel Cders4251513 i al-lel T de rs1461567 a IRAK4

- Al-lel A de rs6853 a MyD88.
Per una altra banda, s’ha observat que alguns dels SNPs estudiats estan relacionats amb
I’evoluci6 dels pacients amb MPIG:

- Presencia de pleuropneumonia amb al-lel G de rs1624395 i al-lel C de

rs1370128 a IRAKM.

- Preséncia de leucocitosi amb genotips CT+TT de rs1059702 a IRAK1.

- Presencia d’exitus amb genotips AG+GG | al-lel G a MyD88.

- Preséncia de sequel-les de qualsevol tipus amb genotips CG+CC de rs4251513 a

IRAK4.

Algun treball anterior relaciona la preséncia de MPI amb SNPs d’algun TLR en concret,
com és el cas de I’estudi de Yuan et al, que troba protecci6 vers la MPI amb els

genotips heterozigots dels SNPs Asp/Gly299 i Thr/11e399 del TLR4 (54). No obstant,
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s’ha considerat més important I’estudi de la via de senyalitzacié comuna TIR, ja que és
Unica, mentre que els TLRs individualment son redundants en el reconeixement del
pneumococ (71). D’aquesta manera, l’alteraci6 d’un dels TLRs implicats en el
reconeixement del pneumococ podria ésser compensada pel correcte funcionament dels
altres TLRs, mentre que I’alteracié de només una de les proteines de la via comuna TIR
podria condicionar tota la resposta immunitaria mediada pels TLRs.

Altres autors han trobat relaci6 entre la preséncia de MPI i SNPs a la via de
senyalitzacié TIR, perd cap d’ells al complex IRAK ni a MyD88: Chapman et al
trobaren associacio de la MPI amb SNPs del complex inhibidor de NF-kB: SNPs
rs760477, rs4925858 i rs2306384 del gen NFKBIL2 (55), rs600718 i rs616597 de
NFKBIZ (56), i rs3138053 i rs2233406 de NFKBIA (57); i Khor et al van descriure
proteccio vers la MPI amb I’heterozigosi del SNP S180L de TIRAP (58). Recentment
s’han descrit noves IDP causades per mutacions defectives de les proteines del complex
IRAK i MyD88 (14-17,25), per la qual cosa en el present estudi s’ha considerat d’una
importancia cabdal la focalitzacié en aquestes proteines de la via de senyalitzacio TIR.
De fet, els resultats d’aquest treball reforcen I’opini6 que els gens IRAK4 i MyD88
codifiquen proteines que son critiques a la via de senyalitzacié TIR i també assenyalen
la manca de compensacid o plasticitat en la seva absencia.

Hi ha d’altres estudis que han relacionat diferents factors de gravetat en malalties
inflamatories i infeccioses amb SNPs d’algunes d’aquestes proteines de la via de
senyalitzaci6 TIR. Arcaroli et al i Liu et al descobriren I’associacié d’un haplotip
d’IRAK1 (marcat pel SNP rs1059703) amb un increment en I’activacio de NF-xB i un
pitjor pronostic en pacients adults amb sépsia (majors requeriments de ventilacié
mecanica, major incidencia de xoc septic i de mortalitat) (28,30); posteriorment,

Toubiana et al demostraren un pitjor pronostic de pacients adults amb xoc septic amb
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els mateixos SNPs (29). Sutherland et al estudiaren una cohort de pacients adults critics
i demostraren una associacié entre un haplotip determinat d’IRAK4 (el format pels
SNPs rs4251513, rs4251520 i rs4251545) i un risc incrementat de tenir una bacteriémia
per microorganismes Gram-positius (33). Tewfik et al trobaren una relacié entre alguns
SNPs d’IRAK4 (rs1461567, rs4251513 i rs1141168) i valors elevats d’IgE a una cohort
de pacients amb rino-sinusitis cronica i asma (34). Balaci et al determinaren I’existencia
d’associacio entre un haplotip d’IRAKM (el format pels SNPs rs11465955, rs1624395 i
rs1370128) i I’aparicié d’asma persistent d’inici preco¢ (31) i Pino-Yanes et al
confirmaren aquesta associacié en un estudi de replicacié amb poblacié espanyola (32).
Una limitaci6 important d’aquests estudis és la de que la major part d’ells estan
realitzats en poblacié adulta (28-34). De fet, s’ha descrit una major expressié clinica de
les disfuncions de la resposta immunitaria innata mediada per TLRs en I’edat pediatrica
(14-17). S’ha demostrat que la resposta immunitaria innata és més important en els
primers anys de vida, ja que el sistema immunitari adaptatiu no acaba de desenvolupar-
se de forma eficient fins els 10 anys d’edat (18-22). Per aquest motiu, s’ha de destacar la
importancia de portar a terme I’estudi de les disfuncions del sistema TLR en I’edat
pediatrica, amb aquest treball de tesi.

Hirschfeld et al van estudiar la preséncia de defectes funcionals en la senyalitzacié
mediada pels TLRs en pacients amb MPI, sense trobar-ne cap (50). En el seu estudi, el
92% de les infeccions eren bacteriemies ocultes i pneumonies bacteriémiques, sense
especificar nivell de gravetat. En el present treball es va restringir la selecci6 de casos a
aquells amb un nivell de gravetat concreta [criteris de SRIS (72)]. Al contrari que en
aquest estudi, Hirschfeld et al van excloure lactants menors de 3 mesos i el seu era un
estudi retrospectiu, amb les limitacions consegiients en els criteris d’inclusié de

pacients. No obstant, I’autor va proposar que els defectes en la senyalitzaci6 mediada
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per TLRs (no detectats en el seu estudi) podrien estar associats a casos de MPI recurrent
o MPI fulminant. Entre els casos presentats en el present treball no es va registrar cap
cas de MPI recurrent, per0 tots els casos analitzats complien amb que eren casos greus
amb SRIS.

Més recentment, Andres et al descobriren un defecte de la senyalitzacié de la via TIR
en la fase aguda d’un pacient amb sépsia pneumocaccica fatal, i es corresponia amb una
mutacié defectiva del gen IRAK4 (47). Alsina et al estudiaren un grup de 10 pacients
amb MPI recurrent i trobaren que un d’ells tenia un defecte en la senyalitzacié de la via
TIR i es corresponia amb una mutacié defectiva del gen MyD88 (48). Per una altra
banda, Ingels et al van estudiar un grup de 22 pacients amb MPI recurrent i un d’ells
mostrava una disfuncié de la senyalitzacié TIR, sense trobar cap mutacié de la mateixa
via, per la qual cosa suposaren que aquesta disfuncié podria estar causada per SNPs de
la via de senyalitzacio TIR (49).

Aquests tres estudis reforcen la idea de la importancia de la via de senyalitzacié TIR en
la resposta immunitaria enfront el pneumococ i la influencia que tenen les variacions
d’aquesta via en la susceptibilitat a la MPI, En el present treball, tot i no haver trobat
casos de MPI recurrent, s’han detectat variacions genetiques d’aquesta via associades
amb la preséncia de MPI greu i amb factors de gravetat de la mateixa. Tot i no ser
estudis comparables, els resultats dels treballs d’Alsina et al i d’Ingels et al i el present
es poden considerar congruents.

Recentment s”han descrit mutacions que condicionen un deficit de les proteines IRAK4
i MyD88, ambdues punts cabdals de la via de senyalitzacié TIR (14-17,25). Aquestes
mutacions condicionen una predisposicidé a un espectre estret d’infeccions bacterianes
invasives per cocs Gram-positius (pneumococ i S. aureus) i infeccions no invasives per

S. aureus i Pseudomonas. Els autors destaquen que aquest fenotip és bastant sorprenent
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i Unic dins les IDP. Per aquest motiu, en el present treball s’ha volgut aprofundir en
I’estudi d’aquests gens i s’ha confirmat que altres variacions genétiques condicionen
major susceptibilitat a infeccions greus per pneumococ. No obstant, la manca de
conclusions definitives de I’estudi funcional realitzat no permet definir les eventuals
variacions funcionals causades pels SNPs detectats. Per aquest motiu, no es pot establir
si la susceptibilitat detectada és deguda a un déficit de funcié de les proteines
corresponents.

Aquests treballs, recolzats pel treball més recent d’Alsina et al (48), també conclouen
que les infeccions pneumococciques trobades en els pacients amb mutacions de MyD88
i IRAK4 son tipicament recurrents. En I’actual estudi no s’ha detectat cap infeccio
recurrent. Aix0 podria ser degut, per una banda, a que les variacions genétiques
detectades determinen només un déficit funcional parcial o, per una altra banda, a que el
periode d’estudi potser no ha estat el suficientment llarg com per identificar infeccions
recurrents.

Aquests estudis també destaquen I’escas component inflamatori inicial de les infeccions
trobades (poca variacié de temperatura i escas increment en els valors de PrCR,
leucocits i neutrofils), perd expliquen que, si la infeccidé s’allarga, aquests reactants
poden arribar a assolir valors adequadament elevats. EI comportament de la PrCR és
interessant. Aquest reactant és un receptor soluble del sistema immunitari innat i
s’encarrega, entre altres coses, de reconeixer i opsonitzar bacteris piogénics com el
pneumococ. En aquests estudis, els autors comenten que els valors inusualment baixos
de PrCR en el moment agut poden ser deguts a I’escassa produccié d’IL-6 com a
resultat de les mutacions descrites. En la mateixa linia, en un altre treball també han
observat valors baixos d’IL-6 en un haplotip determinat d’IRAK4 (rs4251513-

rs4251520-rs4251545) (33). No obstant, en I’actual estudi només s’han recollit els
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valors maxims dels reactants, sense especificar en quin moment de I’ingrés s’han

assolit, per la qual cosa no es poden refutar o ratificar aquestes observacions.

Els resultats d’aquest estudi podrien ser extrapolables a altres poblacions, ja que les
dades cliniques i microbiologiques son semblants a les descrites a altres estudis. La
mostra de pacients amb MPIG és similar a la descrita en altres treballs en diferents
sentits. D’una banda, el criteri d’inclusié segons I’edat englobava pacients de fins a 10
anys d’edat, amb una edat mitjana de 3,13 anys, similar a la d’altres estudis realitzats al
mateix centre hospitalari i abans de la introducci6 de la vacunacié antipneumococcica
tridecavalent (62) i a la d’altres estudis internacionals realitzats en les mateixes dates
(73). La proporcid de pacients menors de 2 anys (35%) i de 5 anys (85%) és també
similar a la dels esmentats treballs (62, 73), la qual cosa recalca la importancia de la
MPIG en els pacients més joves. De la mateixa manera, la proporcié de cada tipus de
MPI dels casos d’aquest treball es correlaciona amb altres estudis realitzats en poblacié

i dates semblants (74).

Aquest estudi es va realitzar abans de la introduccio6 de la vacunacié antipneumococcica
tridecavalent. En el moment de I’estudi, la vacuna antipneumococcica conjugada
comercialitzada era I’heptavalent. Estava inclosa al calendari vacunal catala, pero no
financada pel sistema public de salut de Catalunya, per la qual cosa la cobertura vacunal
és variable. La cobertura vacunal dels pacients seleccionats com a casos (cobertura
completa en el 38,3%, cobertura amb almenys una dosi en el 50% dels pacients) €és
similar a I’observada en altres estudis realitzats en poblacio i dates semblants (74,75).

Els serotips responsables de les MPIG d’aquest estudi son similars al observats en altres

estudis realitzats en poblacid i dates semblants (74,75).
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En un estudi d’associacié genetica com aquest, de cara a poder extrapolar conclusions
fiables a partir d’una mostra d’individus, és aconsellable complir alguns requisits
(76,77).

En primer lloc, cal que les mostres siguin el més homogenies possibles. La mostra de
casos era homogenia en quant a edat (rang: 21 dies - 9 anys). La majoria dels pacients
(55 pacients, 91,67%) eren d’etnia caucasica (la resta eren d’étnia latinoamericana).
D’altra banda, la mostra dels controls d’aquest estudi també era homogénia en quant a
etnia (98,33%, 118 controls, d’étnia caucasica; els 2 restants eren latinoamericans). En
quant a antecedents patologics que poguessin influenciar els resultats, la majoria de
casos no tenia cap antecedent (55 pacients, 91,67%), mentre que dels 5 restants, 4 eren
prematurs tardans (34-36 setmanes gestacionals) i només un era gran prematur (28
setmanes gestacionals). Els prematurs tardans no havien tingut cap complicacié deguda
a la seva prematuritat, com és d’esperar en pacients nascuts gairebé a terme. El gran
prematur no havia tingut cap sequela de la seva prematuritat, i la MPIG que va tenir va
ser una pleuropneumonia amb bacteriémia que va curar ad integrum.

En segon lloc, cal que les dues mostres siguin comparables en quant a les variables que
puguin tenir influencia en els resultats, com sén I’origen etnic i el sexe. En aquest
estudi, les mostres eren comparables en quant a sexe: 58,3% dels casos (1C95%: 44,9%-
70,7%) i 57,5% dels controls (1C95%: 47,7%-65,9%) eren de sexe masculi (p=0,96). En
quant a I’origen étnic de casos i controls, les mostres també foren comparables: 91,67%
dels casos (1C95%: 81,6%-97,2%) i 98,33% dels controls (1C95%: 94,1%-99,8%) eren
d’étnia caucasica (p=1).

Per a la seleccio dels gens i SNPs candidats, també s’han seguit els criteris recomanats
per a la realitzacié d’estudis d’associacid genetica (76,77): es van seleccionar gens i

SNPs amb implicacié en la susceptibilitat a malalties infeccioses o inflamatories ja
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descrita a la bibliografia (28,29,31-34) i proteines implicades a una via de senyalitzacio
critica per al bon funcionament de la resposta immunitaria innata: la via de senyalitzacio
comuna TIR. De fet, recentment s’han descrit mutacions defectives de dos gens
seleccionats (IRAK4 i MyD88) (14-17,25). Aixo reforca l'opinié que aquests dos gens
codifiquen proteines critiques de la via de senya TIR i assenyala la manca de
compensacio o plasticitat en la seva abséncia. Finalment, els SNPs seleccionats estan
situats a zones codificants 0 a zones que se suposen implicades en la regulaci6 de

I’expressié dels gens.

En els ultims anys, en I’abordatge de les malalties infeccioses greus es persegueix
I’estratificacié dels malalts de forma objectiva per a assolir un diagnostic precoc del
nivell de gravetat i, en conseqiiencia, un maneig terapeutic més individualitzat. La
concrecié d’aquest model a nivell clinic constitueix el concepte “PIRO”, que proposa un
estadiatge dels pacients amb malalties infeccioses greus en funcié de les sigles PIRO:
Factors Predisposants, agent Infeccios, Resposta de I’hoste i disfuncié Organica. Dins
els Factors Predisposants s’inclouen les variacions interindividuals dels gens implicats
en la resposta immunitaria, les quals condicionen, en part, I’evolucié d’aquests pacients
(78).

En el cas de les lecitines d’unié a la manosa (MBL), un altre component del sistema
immunitari innat, s’ha demostrat la proteccié que ofereix un SNP vers la resposta
inflamatoria i, en canvi, un risc incrementat per patir altres tipus d’infeccions
bacterianes. En aquesta linia, s’han descrit casos tractats amb MBL recombinant de

forma exitosa (79,80).
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8.2. ESTUDI DE L’EXPRESSIO DE L-SELECTINA

Un dels objectius era esbrinar si I’estudi de I’expressio de L-selectina (CD62L) és util
com a cribratge inicial de les variacions funcionals de la via de senyalitzacié TIR. En
aquest sentit, els resultats obtinguts han estat limitats. Només s’han observat diferéncies
en I’expressio de CD62L en el grup cel-lular de monacits i no en neutrofils, els quals
son més majoritaris. Tedricament, aix0 podria interpretar-se com a una potencial
disfunci6 immunitaria, ja que la manca de diferéncia de I’expressié de CD62L entre
fase aguda i basal indicaria que CD62L no s’ha alliberat en fase aguda i, per tant, no
s’ha activat la resposta immunitaria de forma correcta. La manca de control possible
(persones amb infeccié pneumococcica lleu, sense criteris de MPIG) fa que aquesta
interpretacid no sigui facil de confirmar. D’altra banda, els neutrofils son cél-lules
diferenciades y terminals, per la qual cosa no podem dir que estem davant de la mateixa
cel-lula abans o després de I’estimul. No obstant, el que és clar en aquest cas és que la
mida de la mostra era petita (21 casos), per la qual cosa aquesta manca de diferéncia
significativa podria ser deguda només a una manca de poténcia estadistica, i no a una
potencial disfuncié immunitaria.

El mateix es podria dir de I’estudi de la poblacié de mondcits. Només s’han observat
diferencies en I’expressié de CD62L en un genotip concret d’un SNP concret (genotip
CG del SNP rs4251513) tot i que la mida mostral és significativament menor, ja que
queda desglosat entre tots els genotips. En aquest cas és encara més factible que la
manca de diferéncia significativa observada en els altres genotips pugui ser deguda a
aquesta manca de poténcia estadistica.

Per aquests motius, i degut fonamentalment a la reduida mida mostral i la conseguent

baixa poténcia estadistica, és dificil poder extreure conclusions fiables de Iestudi de
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I’expressié de CD62L. Caldria un nou estudi amb disseny similar, perd una mida
mostral major.

D’altra banda, els treballs d’Andres et al, Alsina et al i Ingels et al descriuen alteracions
funcionals in vitro de la via de senyalitzacié TIR en pacients amb MPI (47-49). Aquests
autors realitzaren I’estudi funcional analitzant I’expressié de CD62L en les mostres
sanguinies dels pacients estimulades in vitro per lligands especifics dels TLRs. Andres
et al demostraren que I’estudi de I’expressié de CD62L es pot fer en la fase aguda de la
infeccio, tal com es proposa en aquest treball. En aquest cas, la innovaci6 seria la
d’utilitzar la propia malaltia infecciosa greu (MPIG) com a estimul de la via de
senyalitzacio TIR i la comparacio seria amb el nivell de CD62L en “fase basal”, es a dir,
quan ja no existeix I’estimul de la MPIG. Aquesta nova aproximacié comportaria un
estalvi de temps i costs, perd no s’han pogut extreure conclusions fiables per les raons
comentades abans.

Altrament, el fet que els monacits semblin més informatius pot estar relacionat amb el
fet que son més duradors que no pas els neutrofils, els quals surten rapidament de la
circulacid i fan la seva funcio terminal quan reben el senyal inflamatori.

No obstant, a partir de les bases establertes per aquest treball, es podrien realitzar
estudis funcionals d’aquests SNPs per a determinar la causa final de I’associacié amb
MPIG o amb una determinada evolucié de la mateixa i aixi dissenyar estrategies
terapeutiques especifiques.

Si bé no s’ha pogut determinar I’existencia de potencials disfuncions del sistema
immunitari innat a través de la determinacié de I’expressio de la CD62L, s’ha establert
una metodologia senzilla i economica que permetrien realitzar nous estudis, amb una

mida mostral major, que podrien permetre extreure conclusions fermes al respecte.
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8.3. LIMITACIONS DE L’ESTUDI

En primer lloc, el tamany mostral es va estimar en base a les referéncies bibliografiques
i al nimero de pacients amb MPI de I’hospital. De la mateixa manera, una major
duraci6 del periode d’estudi hauria permes detectar un major nimero de pacients amb
MPIG i potser casos de MPIG recurrent. No obstant, els casos de MPIG recurrent son
escassos, tal com han demostrat Alsina et al (48).

Una altra limitacié seria la del nimero de SNPs seleccionats. Tot i que la seleccid es va
realitzar de forma rigorosa, tal com esta descrit a I’apartat de metodologia, un estudi
realitzat amb un major nimero de SNPs hauria pogut detectar altres associacions o
deteminar més les associacions trobades. De la mateixa manera, un estudi gendmic més
ampli hauria pogut determinar si les associacions trobades sén degudes als SNPs
descrits o a altres SNPs que formin haplotips amb ells.

En quant a la variable microbiologica de I’estudi, és conegut que no tots els serotips de
pneumococ tenen la mateixa capacitat invasiva. Degut a I'ampli namero de serotips
existents i al tamany mostral limitat de I’estudi, no s’ha pogut realitzar una analisi de la
influencia dels serotips concrets amb les associacions trobades.

Finalment, tal com s’ha esmentat abans, la manca de conclusions definitives de I’estudi
funcional a través de I’expressio de la CD62L ha limitat la interpretacio dels resultats
d’aquest treball. No es pot determinar, per tant, si els SNPs associats a la preséncia de
MPIG o a determinades variables de gravetat causen un excés o un defecte de funci6 en
la via de senyalitzaci6 TIR. Probablement, si s’hagués ampliat I’estudi amb la
determinaci6 de CD62L després d’estimular in vitro les cel-lules dels pacients amb

Iligands especifics, s’haurien pogut extreure conclusions al respecte.
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9. CONCLUSIONS

9.1. Aquest és el primer estudi que demostra associacié de polimorfimes genetics
(SNPs) d’IRAK1, IRAK4 i MyD88 amb la preséncia de malaltia pneumococcica

invasiva greu (MPIG).

9.2. Alguns SNPs de la via de senyalitzaci6 TIR estan relacionats amb un risc
incrementat de desenvolupar una MPIG:

- Genotip CC de rs1059701 a IRAK1

- Al-lel C ders4251513 i al-lel T de rs1461567 a IRAK4

- Al-lel A de rs6853 a MyD88

9.3. Alguns SNPs de la via de senyalitzacié TIR estan relacionats amb I’evolucié dels
pacients amb MPIG:
- Presencia de pleuropneumonia amb al-lel G de rs1624395 i al-lel C de
rs1370128 a IRAKM.
- Presencia de leucocitosi amb genotips CT+TT de rs1059702 a IRAK1.
- Preséncia d’exitus amb genotips AG+GG | al-lel G a MyD88.
- Presencia de seqieles de qualsevol tipus amb genotips CG+CC de rs4251513 a

IRAKA4.

9.4. La identificacié dels SNPs que causen alteracions en la via de senyalitzacio TIR

podra ajudar a estratificar els pacients amb malalties infeccioses greus i a dissenyar

tractaments personalitzats.
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9.5. Probablement, nous estudis funcionals amb una mida mostral major podran ajudar a
entendre les consequiencies funcionals d’aquestes associacions: en tot cas, les variacions
genétiques descrites podrien causar variacions en la senyalitzacié mitjangada pels TLRs
i, en conseqliéncia, variacions en la resposta immunitaria innata. Alhora, I’estudi de la
valoraci6 dels nivells de CD62L en mondcits durant i després de la MPIG pot ser una
eina senzilla per a I’avaluaci6 de la capacitat funcional de la via, especialment amb el
grup d’heterozigots pel polimorfisme rs4251513 d’IRAK4, que ja ha demostrat la seva

implicacio en diferents respostes immunitaries.
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11. ANNEXOS

ANNEX 1: Definicions de Sindrome de Resposta Inflamatdria Sistémica, Infeccio,

Sepsia, Sépsia greu i Xoc séptic. (72)

Sindrome de resposta inflamatoria sistéemica (SRIS):

Preséncia d’almenys dos dels seguents criteris, un dels quals ha de ser el de la

temperatura anormal o el recompte leucocitari:

Temperatura central (oral, rectal, vesical o sensor intravends central) >38,5 °C o
<36 °C).
Taquicardia, definida com:
o Frequencia cardiaca mitjana superior a 2 desviacions estandard del valor
normal per I’edat (*) en absencia d’estimuls externs, medicaments d’ds
cronic o estimuls dolorosos; o
0 Elevacié de la freqliencia cardiaca de forma persistent i inexplicada
durant un periode de temps de 0,5 a 4 hores; 0
0 Per lactants menors de 12 mesos: bradicardia, definida com
= Freqlencia cardiaca mitjana inferior al valor corresponent al
percentil 10 per edat en absencia d’estimuls vagals externs,
farmacs beta-bloquejants o cardiopatia congénita; o
»= Disminucié de la freqliéncia cardiaca de forma persistent i
inexplicada durant un periode de temps de 0,5 hores.
Frequéncia respiratoria augmentada més enlla de 2 desviacions estandard per
edat o necessitat de ventilacié mecanica per a un procés agut no relacionat amb

patologia neuromuscular de base o anestésia general.
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- Recompte leucocitari elevat o disminuit en relacié als valors normals per edat
(taula 22) (no secundari a leucopenia induida per quimioterapia) o recompte de

neutrofils immadurs superior al 10%.

Infeccid:
- Sospitada o demostrada (per cultiu positiu, tincié de teixit o test de reacci6 en
cadena de la polimerasa) causada per qualsevol patogen, o
- Sindrome clinica associada a una probabilitat elevada d’infeccié. L’evidencia
d’infeccid inclou troballes a I’exploracié fisica, proves d’imatge o de laboratori
(per exemple, preséncia de leucocits a un liquid corporal normalment estéril,
perforaci6 d’una viscera, radiografia de torax compatible amb pneumonia,

exantema petequial o purpuric o purpura fulminans).

Sepsia:

SRIS en preséncia o com a resultat d’una infecci6 sospitada o demostrada.

Sépsia greu:
Sépsia més un dels seglients criteris:
- Disfunci6 cardiovascular
- Sindrome de destret respiratori agut

- Dos o més disfuncions d’altres organs (*)

Xoc séptic:

Sepsia més disfuncio cardiovascular tal com esta definida a (*).
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Taula 22. Valors especifics per edat de les constants vitals i recompte leucocitari

(els valors inferiors es refereixen al percentil 5 i els valors superiors es refereixen al

percentil 95).

Taquicardia | Bradicardia Frequéncia | Recompte Tens_ié
Edat (Eatecs per (batecs per | TESPiratoria | leucocitari arterial
minut) minut) (respiracions (leucocits per sistolica
per minut) mmc) (mmHg)
<1 setmana >180 <100 >50 >34000 <65
>19500
1 stm-1 mes >180 <100 >40 <5000 <75
>17500
1 mes-1 any >180 <90 >34 <5000 <100
. >15500
2-5 anys >140 No aplicable >22 <6000 <94
. >13500
6-12 anys >130 No aplicable >18 <4500 <105
13-<18 anys >110 No aplicable >14 121500000 <117

(*) Criteris de disfunci6 organica.

1. Disfuncié cardiovascular (s’ha de complir almenys un punt dels segiients)

(A pesar de I’administracié de més de 40 ml/kg de liquids isotonics intravenosos en una

hora)

- Tensi6 arterial inferior al valor corresponent al percentil 5 per edat 0 a 2

desviacions estandard per edat.

- Necessitat de farmacs vasoactius per a mantenir la tensié arterial en valors

normals (dopamina a més de 5 mcg/kg/minut o dobutamina, adrenalina o

noradrenalina a qualsevol dosi).

- Dos dels segtients criteris:

(0]

(0]

Acidosi metabolica inexplicada (excés de base inferior a -5 meg/l)

Increment del lactat arterial a més del doble del normal

Oliguria inferior a 0,5 ml/kg/h

Temps de re ompliment capil-lar superior a 5 segons
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o Diferéncia entre temperatura central i periférica superior a 3 °C

2. Disfunci6 respiratoria (s’ha de complir almenys un punt dels seguients)

- Quocient PaO, / FiO, inferior a 300 en abséncia de cardiopatia congenita
cianosant o patologia pulmonar preexistent.
PaCO, superior a 65 torr o0 20 mmHg per sobre dels valors basals de PaCO,,

- Necessitat de FiO, superior al 50% per a mantenir saturacio igual o superior al
92%.

- Necessitat de ventilacié mecanica (invasiva o no invasiva) no electiva.

3. Disfunci6 neuroldgica (s’ha de complir almenys un punt dels segiients)

- Puntuacio a I’escala de Glasgow inferior a 11 punts.
- Canvi agut de I’estat mental resultant en un descens d’almenys 3 punts en
I’escala de Glasgow des d’un valor ja anormal.

4. Disfunci6é hematologica (s’ha de complir almenys un punt dels segtients)

- Recompte plaquetari inferior a 80000/mmc o, per a pacients cronics
hematologics i oncologics, descens d’almenys un 50% del valor maxim dels
ultims 3 dies.

- Valor d’INR superior a 2.

5. Disfuncio renal

- Valor de creatinina sérica superior al doble del normal o increment de 2 vegades

el valor basal.

6. Disfuncio hepatica (s’ha de complir almenys un punt dels segients)
- Valor de bilirubina total superior a 4 mg/dl (no aplicable al nounat).

- Valor d’ALT superior al doble del normal per edat.
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ANNEX 2.

Taula 23. Pediatric Risk Mortality Score, versié 111 (PRISM-I111)

Tens_lo Tens_lo Frequéncia | Frequéncia
arterial arterial . .
S o o cardiaca cardiaca
Hemodinamic sistolica sistolica (bpm) (bpm)
(mmHg) | (mmHg) P P
(3 punts) (7 punts) (3 punts) (4 punts)
Nounat 40-55 <40 215-225 >225
1-12 mesos 45-65 <45 215-225 >225
1-12 anys 95-75 <55 185-205 >205
>12 anys 65-85 <65 145-155 >155
Totes les <33°C
Temperatura edats 540 °C
Reflex Una! Fixes >3mm
fotomotor areactiva (11 punts)
(7 punts)
Escala
Estat mental Glasgow <8
(5 punts)
H 7,10-7,28 <7,0 7,48-7,55 >7,55
P (2 punts) (6 punts) (2 punts) (3 punts)
CO, total >34
(mEg/l) (4 punts)
50-75 >75
e (llnl, (1 punt) (3 punts)
42-49,9 <42
PO (il {z) (3 punts) (6 punts)
Potassi >6,9
(mEg/l) (3 punts)
Glucosa >200
(mg/dl) (2 punts)
Creatinina >0,85
(mg/dl) Nounat (2 punts)
>0,90
1m-12anys (2 punts)
>1,30
>12 anys (2 punts)
>11,9
BUN (mg/dI) Nounat (3 punts)
>14,9
Altres edats (3 punts)
Leucocits Totes les <3000
(/mmc) edats (4 punts)
Plaquetes 100000 | 55000.99999 | 50000
(/mmo) 200000 (4 punts) (5 punts)
(2 punts)
Temps de <20%
protrombina (3 punts)
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ANNEX 3: Formulari de consentiment informat (casos)

Formulario de Consentimiento Informado

Las infecciones causadas por el neumococo (Streptococcus pneumoniae) son
frecuentes en la edad infantil. En algunos nifios, estas infecciones se manifiestan con mayor
gravedad que en otros. Ello puede ser debido a una mayor agresividad del microorganismo o a
una predisposicién del propio paciente.

En los Ultimos afios, la investigacion de la infeccion grave causada por el neumococo
se esta dirigiendo a los factores predisponentes de cada paciente, como las variaciones
genéticas individuales. La deteccién de estos factores podria ser de utilidad para conocer los
nifios en riesgo de padecer una infeccion grave por neumococo y actuar de forma preventiva o
precoz.

Actualmente llevamos a cabo un estudio para analizar la relacion entre las
variaciones genéticas individuales en los genes responsables de la respuesta
inmunitaria (defensas) y el desarrollo de una infeccion grave por neumococo. Para ello es
preciso obtener una muestra de sangre de su hijo/a de aproximadamente 2 mililitros en la fase
aguda de la infeccién. Con esta muestra se estudiaran algunos de los genes responsables de
la respuesta inmunitaria de su hijo/a.

La finalidad de la investigacién es la mejora los conocimientos sobre la patologia que
afecta a su hijo/a y no supone ningun beneficio directo para él/ella. La participacion es
voluntaria y la no aceptacion de participar en este estudio no repercutira en los cuidados
médicos de su hijo/a.

Se guardara confidencialidad acerca de su identidad y no sera informado de los
resultados de los estudios que se realicen, salvo que lo solicite expresamente. Dichos
resultados podran ser utilizados para una posible publicacion cientifica, guardando estricta
confidencialidad sobre la identidad de su hijo/a.

CONSENTIMIENTO

| 4o TSP PPTPPPPTSRR (nombre y apellidos), con DNI
............................ , en calidad de ...........eee........ (parentesco) del nifio/a
.................................................................................. , he leido y comprendido la informacion
relativa a la realizacion del estudio de biologia molecular y he podido preguntar las dudas que
he considerado importantes.

Por todo ello, doy mi consentimiento para participar en dicho estudio.

He sido informado por el facultativo Dr/Dra..........cccccvveeeeeeeiisiciiieineeeee e

En Esplugues, a............. de i de 20......

Firma del padre/madre/tutor Firma del facultativo
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ANNEX 4: Formulari de consentiment informat (controls)

Formulario de Consentimiento Informado

Las infecciones causadas por el neumococo (Streptococcus pneumoniae) son
frecuentes en la edad infantil. En algunos nifios, estas infecciones se manifiestan con mayor
gravedad que en otros. Ello puede ser debido a una mayor agresividad del microorganismo o a
una predisposicién del propio paciente.

En los Ultimos afios, la investigacion de la infeccion grave causada por el neumococo
se esa dirigiendo a los factores predisponentes de cada paciente, como las variaciones
genéticas individuales. La deteccion de estos factores podria ser de utilidad para conocer los
nifios en riesgo de padecer una infeccion grave por neumococo y actuar de forma preventiva o
precoz.

Actualmente llevamos a cabo un estudio para analizar la relacién entre las
variaciones genéticas individuales en los genes responsables de la respuesta
inmunitaria (defensas) y el desarrollo de una infeccion grave por neumococo. Para ello es
preciso estudiar a los pacientes con esta infeccion (casos) y compararlos con pacientes sin ella
(controles). Su hijo/a ha sido seleccionado/a para participar en el estudio como
CONTROL. Para ello es necesario obtener una muestra de sangre de su hijo/a de
aproximadamente 1 mililitro, coincidiendo con una extraccion por otro motivo. Con esta muestra
se estudiaran algunos de los genes responsables de la respuesta inmunitaria de su hijo/a.

La finalidad de la investigacién es la mejora los conocimientos sobre una patologia
grave que afecta a muchos nifios/as, y no supone ningun beneficio directo para su hijo/a. La
participacion es voluntaria y la no aceptacion de participar en este estudio no repercutira en los
cuidados médicos de su hijo/a.

Se guardara confidencialidad acerca de su identidad y no serad informado de los
resultados de los estudios que se realicen, salvo que lo solicite expresamente. Dichos
resultados podran ser utilizados para una posible publicacion cientifica, guardando estricta
confidencialidad sobre la identidad de su hijo/a.

CONSENTIMIENTO

| 4o TR UPPPRPPTRP (nombre y apellidos), con DNI
............................ , en calidad de ...........ce........ (parentesco) del nifio/a
.................................................................................. , he leido y comprendido la informacién
relativa a la realizacion del estudio de biologia molecular y he podido preguntar las dudas que
he considerado importantes.

Por todo ello, doy mi consentimiento para participar en dicho estudio.

He sido informado por el facultativo Dr./Dra.........................

En Esplugues, a............. de i de 20.....

Firma del padre/madre/tutor Firma del facultativo
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ANNEX 5: Certificat d’aprovacio del Comité Etic d’Investigacio Clinica (CEIC)

Fundaci6
Sant "
Joan @
deDey

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Don JesUs Pineda Sanchez, Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica
Fundaci6 Sant Joan de Déu Esplugues de Llobregat (Barcelona)

CERTIFICA

Que en la reunién del Comité Etico de Investigacién Clinica de la Fundacié Sant Joan
de Déu celebrada el dia 27 de mayo de 2010 se valor6 la realizacién de la Ajuda de
Fin de Residencia del Dr. Jaume Carrasco del protocolo de estudio titulado
“Influéncia dels Polimorfismes en les vies de senyalitzaci6 dels Toll-Like
Receptors (TLR) en la malaltia pneumocaocica invasiva greu”. Codigo CEIC PIC-
21-10. Cuyo director de proyecto es la Dra. lolanda Jordan.

Se aprueba la realizacion del estudio.

Lo que firmo en Esplugues de Llobregat (Barcelona), a 7 de junio de 2010

Firmado:

Don Jesus Pineda Sanchez
Secretario CEIC Fundacion SJD
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ANNEX 6: Resultats complets de I’objectiu 1.3 (conéixer si aquests SNPs

determinen I’evolucio dels pacients amb MPIG) (taules 24-33)
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Taula 24. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1059701 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia cc Arggn‘i)';gs'tj'jﬁtgos 8:}1233 2,701 (0,623-11,708)
cT+CC Amb I’altre genotip 8}1% 2,446 (0,644-9,289)
C Test tendéncia lineal 8;?}12 1,417 (0,870-2,308)
Entre al-lels 82222 1,680 (0,502-5,622)
e B T
CT+TT Amb I"altre genotip 823;3 1,581 (0,513-4,870)
T Test tendéncia lineal 8?%8 1,149 (0,725-1,819)
Entre al-lels 8‘7‘323 1,348 (0,637-2,855)
Meningitis T Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos gggg 2,344 (0,504-10,906)
CT+TT Amb I’altre genotip 8;232 1,509 (0,175-13,033)
T Test tendéncia lineal 8;‘232 1,306 (0,669-2,550)
Entre al-lels 83‘1‘33 1,183 (0,213-6,572)
e R N I e
CT+TT Amb I"altre genotip 8231; 4,136 (1,132-15,107)
T Test tendéncia lineal 8%?2 1,596 (1,006-2,531)
Entre al-lels 8%% 3,265 (1,052-10,133)
';ggggfnmi cT+CC Amb I’altre genotip 831?;; 2,202 (0,552-8,789)
CT+TT Amb I"altre genotip 8%223 2,841 (0,650-12,424)
C Test tendéncia lineal 8232 1,243 (0,731-2,115)
Entre al-lels 8:22?2 1,602 (0,429-5,984)
o - | e | 7 omn
CT+TT Amb I"altre genotip 8;%‘; 1,451 (0,183-11,540)
T Test tendéncia lineal 883;‘? 1,180 (0,631-2,208)
Entre al-lels 83323 1,073 (0,191-6,024)
o - | e | e T
CT+TT Amb I’altre genotip ggigg 1,885 (0,342-10,375)
T Test tendéncia lineal 8;‘23? 1,245 (0,6827-2,256)
Entre al-lels ggggg 1,740 (0,502-6,031)
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N | = r e
CT+TT Amb I’altre genotip 8323? 1,655 (0,298-0,193)
T Test tendéncia lineal 8?25 1,200 (0,676-2,130)
Entre al-lels 8gggg 1,639 (0,441-6,084)
Major temps febre T Arggn%l; Ssltjrjrs]t(ios 83182 -
CT+TT Amb I"altre genotip 8;§ii -
T Test tendéncia lineal 82??; -
Entre al-lels 83?23 -
ucip T Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8:13;1 2,438 (0,729-8,149)
CT+TT Amb I’altre genotip 82;22 1,809 (0,233-14,053)
T Test tendéncia lineal 8§i;§ 1,359 (0,763-2,418)
Entre al-lels 8;383 1,251 (0,334-4,689)
VMI cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 83%2 1,161 (0,093-14,479)
cT+CC Amb I’altre genotip 8;223 1,273 (0,279-5,813)
Test tendéncia lineal 88%3 1,082 (0,546-2,145)
Entre al-lels 8?222 2,089 (0,438-9,971)
- R i
CT+TT Amb I'altre genotip o 3,898 (0,842-18,044)
T Test tendéncia lineal 82332 1,577 (1,032-2,409)
Entre al-lels 822;2 3,759 (0,924-15,303)
Curaci6 cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 82;33 1,439 (0,397-5,222)
CT+CC Amb I"altre genotip 83235 1,890 (0,556-6,433)
C Test tendéncia lineal 832;1 1,245 (0,752-2,063)
Entre al-lels 83222 1,637 (0,566-4,728)
Exitus T Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 832;3 1,563 (0,378-6,459)
CT+TT Amb I"altre genotip 82233 1,403 (0,274-7,182)
T Test tendéncia lineal 8?232 1,157 (0,731-1,831)
Entre al-lels 8?323 1,427 (0,332-6,137)
Sequieles T Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8:33&2 1,638 (0,492-5,456)
CT+TT Amb I’altre genotip 82%3 1,138 (0,333-3,894)
T Test tendéncia lineal 82‘7@2 1,168 (0,710-1,924)
Entre al-lels 8;83? 1,462 (0,524-4,079)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 25. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1059702 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia T Arggn‘ﬂgs‘s'tjrjitgos 8:3282 6,404 (1,119-36,642)
CT+TT Amb I’altre genotip 8}1238 3,008 (0,702-12,888)
T Test tendéncia lineal 822?; 1,836 (1,000-3,370)
Entre al-lels 85% 2,424 (0,664-8,848)
pniljrl:q?r;ia cT+CC Amb I’altre genotip 8222; 2,035 (0,377-10,973)
CT+TT Amb I"altre genotip 8282; 1,584 (0,435-5,774)
C Test tendéncia lineal 8;‘?82 1,278 (0,704-2,319)
Entre al-lels 8?223 1,406 (0,449-4,397)
Meningitis cc Amb I’altre genotip 8;‘;35 1,960 (0,383-10,036)
cT+CC Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8:%% 6,020 (1,080-33,549)
C Test tendéncia lineal 0,1914 1,615 (0,787-3,313)

0.7582

Entre al-lels 8;‘138 1,857 (0,343-10,060)
= N i
cT+CC Amb I’altre genotip 88%‘2 7,500 (1,862-30,214)
C Test tendéncia lineal 821}12 2,003 (1,169-3,432)
Entre al-lels 82;2; 3,757 (1,152-12,253)
';ggggfnmi cT+CC Amb I’altre genotip 8%2 4,128 (0,751-22,680)
CT+TT Amb I’altre genotip 82;5;‘ 2,073 (0,504-8,528)
C Test tendéncia lineal 823‘5 1,223 (0,648-2,305)
T Entre al-lels 82232 1,514 (0,389-5,900)
ST ce A enotips s 05758 1135 (0,183-7,040)
CT+CC Amb I’altre genotip 88222 1,687 (0,177-16,119)
C Test tendéncia lineal 8;3% 1,146 (0,517-2,541)
Entre al-lels 8g;gg 1,029 (0,193-5,485)
= T
CcC Amb I"altre genotip 83233 1,040 (0,234-4,619)
T Test tendéncia lineal 823;2 1,045 (0,537-2,032)
Entre al-lels 82258 1,126 (0,296-4,275)
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v I e T
CT+TT Amb I’altre genotip 8325 1,299 (0,321-5,264)
T Test tendéncia lineal 8;‘22? 1,255 (0,680-2,313)
Entre al-lels ggggg 1,432 (0,392-5,223)
Major temps febre CcC Arggntzltsi gsltjrjrs]t(ios 8;;3 -
CT+CC Amb I"altre genotip 82353 -
C Test tendéncia lineal 8;132 -
Entre al-lels 8;2;2 -
ucip cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;5‘1% 3,126 (0,731-13,363)
CT+CC Amb I"altre genotip 82;53 11,024 (1,685-72,130)
C Test tendéncia lineal 8%;2 2,069 (1,028-4,164)
Entre al-lels 8:3223 2,828 (0,662-12,081)
VMI cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 82;28 1,598 (0,309-8,267)
cT+CC Amb I’altre genotip 8%% 3,612 (0,298-43,708)
C Test tendéncia lineal 8%2‘71 1,416 (0,656-3,057)
Entre al-lels 8%?& 1,422 (0,267-7,563)
Mo [ | AEmmmm | 0 | oomnm
CT+CC Amb I"altre genotip 8;;2 4,140 (0,719-23,842)
C Test tendéncia lineal 822% 1,612 (0,987-2,630)
Entre al-lels gg;gé 3,891 (0,867-17,454)
Curaci6 T Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 8‘7‘232 1,809 (0,378-8,661)
CT+TT Amb I’altre genotip 8?322 2,249 (0,589-8,585)
T Test tendéncia lineal 83232 1,332 (0,740-2,395)
Entre al-lels 8:3822 1,706 (0,487-5,979)
Exitus cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 82%3 1,393 (0,315-6,161)
CT+CC Amb I"altre genotip 82111 1,261 (0,188-8,454)
C Test tendéncia lineal 82328 1,095 (0,640-1,873)
Entre al-lels 8;ggg 1,239 (0,264-5,808)
Seqieles cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 82%3 1,995 (0,529-7,526)
CT+CC Amb I"altre genotip 823% 1,431 (0,315-6,507)
C Test tendéncia lineal 82;22 1,237 (0,690-2,218)
Entre al-lels 8;‘;3? 1,556 (0,458-5,289)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 26. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1059703 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia cc Arg;’n‘z)'; gs'tjrjﬁtgos giggg 5,541 (0,582-52,760)
CT+CC Amb I"altre genotip 8};;3 3,472 (0,617-19,543)
C Test tendéncia lineal 82223 1,689 (0,916-3,114)
Entre al-lels gggzg 2,331 (0,460-11,820)
e R o
CT+TT Amb I"altre genotip 82;38 4,017 (0,450-35,844)
T Test tendéncia lineal 8;‘%5 1,324 (0,686-2,555)
Entre al-lels 833;; 1,741 (0,489-6,202)
Meningitis T Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 8;‘223 1,950 (0,364-10,438)
CT+TT Amb I’altre genotip 83;82 1,148 (0,086-15,286)
T Test tendéncia lineal 8%;; 1,222 (0,565-2,644)
c Entre al-lels 83188 1,111 (0,180-6,840)
T R W I T
CT+TT Amb I’altre genotip 82523 9,148 (1,398-59,861)
T Test tendéncia lineal 8%% 1,733 (1,008-2,981)
Entre al-lels 82223 3,092 (0,974-9,819)
I;gggg?nimi CT+CC Amb I"altre genotip 82232 2,147 (0,523-8,811)
CT+TT Amb I’altre genotip 8%3@3 3,798 (0,634-22,751)
C Test tendéncia lineal 822?2 1,240 (0,686-2,242)
Entre al-lels 8:2;‘?3 1,512 (0,392-5,840)
ST ™ A enotips s 09635 1121 (0,147-8,554)
CT+TT Amb Ialtre genotip 83%; 1,151 (0,056-23,496)
T Test tendéncia lineal 833;‘? 1,049 (0,481-2,286)
c Entre al-lels 83;5; 1,174 (0,150-9,165)
B - | e | o
CT+TT Amb I"altre genotip 8;2;2 1,500 (0,118-19,081)
T Test tendéncia lineal 82%23 1,219 (0,566-2,626)
Entre al-lels 8:3323 1,535 (0,369-6,384)
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o T oo
cc Arggﬂ‘ﬂ;gs'tj'jﬁtgos 83281 1,085 (0,083-14,170)
T Test tendéncia lineal 0,8133 1,097 (0,507-2,374)
0,9314

Entre al-lels 8;313 1,204 (0,286-5,851)

Major temps febre T Arggn%l; Ssltjrjrs]t(ios 8;%3 -

CT+TT Amb I"altre genotip 832?}1 -

T Test tendéncia lineal 8231? -

Entre al-lels 83%3 -
ucip T Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8:2%3 1,799 (0,478-6,769)
CT+TT Amb I’altre genotip 823% 2,436 (0,135-44,035)
T Test tendéncia lineal 8;‘??3 1,291 (0,689-2,418)
Entre al-lels 8833? 1,125 (0,261-4,849)
VMI CT+CC Amb I"altre genotip 8%128 1,491 (0,270-8,248)
CT+TT Amb I’altre genotip 8%23 3,929 (0,275-56,158)
c Test tendéncia lineal 83313 1,030 (0,523-2,028)
Entre al-lels 8?322 1,521 (0,330-7,004)
e | v | mmmm | 0 | oo
CT+TT Amb I"altre genotip 8;322 4,498 (0,730-27,712)
T Test tendéncia lineal 823% 1,640 (1,004-2,676)
Entre al-lels 8?23‘ 4,222 (0,887-20,100)
Curacit cc Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 8%2; 5,508 (0,581-52,233)
cT+CC Amb I’altre genotip 8%2 3,221 (0,590-170598)
C Test tendéncia lineal 8§2g121 1,665 (0,763-3,631)
Entre al-lels 8;23 2,724 (0,621-11,955)
Exitus T Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8?2% 1,385 (0,293-6,556)
CT+TT Amb I’altre genotip 825;3 1,256 (0,172-0,166)
T Test tendéncia lineal 823% 1,117 (0,652-1,915)
Entre al-lels 8;323 1,236 (0,246-6,221)
Sequieles T Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8:32‘1‘2 2,809 (0,570-13,841)
CT+TT Amb I’altre genotip 8;32; 3,870 (0,498-30,053)
T Test tendéncia lineal 82;22 1,555 (0,738-3,275)
Entre al-lels 8;83‘1‘ 2,438 (0,618-9,621)

Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 27. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1624395 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia AA Arg:ﬂ‘ﬂ; ;;tj'jﬁtgos 828;? 2,411 (0,378-15,364)
AG+AA Amb I’altre genotip 8;3% 1,611 (0,656-3,954)
A Test tendéncia lineal 82%1 1,661 (0,601-4,587)
Entre al-lels 822% 1,630 (0,761-3,491)
e I i oA
AG+GG Amb I’altre genotip 8%323 3,004 (0,726-12,439)
Test tendéncia lineal 8;;23 1,943 (0,859-4,395)
Entre al-lels gggig 1,834 (1,230-2,736)
Meningitis AG+AA Amb I'altre genotip 8gggg 1,856 (0,395-8,952)
AG+GG Amb I"altre genotip 83538 1,127 (0,082-15,470)
A Test tendéncia lineal 8?222 1,276 (0,387-4,203)
Entre al-lels 88?83 1,266 (0,388-4,131)
= R o
AG+GG Amb I’altre genotip giggg 2,198 (0,526-9,181)
G Test tendéncia lineal 83288 1,376 (0,624-3,031)
Entre al-lels 8:3232 1,374 (0,598-3,156)
o B i
AG+GG Amb I’altre genotip 8223 1,527 (0,375-6,212)
G Test tendéncia lineal 82221 1,603 (0,668-3,850)
Entre al-lels 8:}1;2; 2,030 (0,833-4,949)
>1PSIEJCnI?g/I AG+AA Amb I"altre genotip 832;2 1,906 (0,503-7,225)
AG+GG Amb I"altre genotip 8;;22 1,371 (0,156-12,019)
A Test tendéncia lineal 883;‘? 1,261 (0,396-4,021)
Entre al-lels 88333 1,261 (0,392-4,058)
i AA A enotips s 09422 1,546 (0,202-11,845)
AG+AA Amb Ialtre genotip gggég 2,949 (0,994-8,750)
A Test tendéncia lineal 8%%8 1,945 (0,708-5,344)
Entre al-lels 8%;;; 1,991 (0,736-5,384)
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T e | e [ e
AG+AA Amb I’altre genotip 8;?33 2,098 (0,703-6,256)
A Test tendéncia lineal 8322‘11 1,504 (0,663-3,412)
Entre al-lels 8:333; 1,512 (0,566-4,041)

Major temps febre AA Arggn%ltsi gsltjrjrs]t(ios 83;13 -

e Amb els altres dos 0,0475 )

genotips junts 0,3199

G Test tendéncia lineal 82%;1 -

Entre al-lels 82%2 -
ucip GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8:232; 1,761 (0,539-5,754)
AG+GG Amb I’altre genotip 8332 3,535 (0,406-30,749)
G Test tendéncia lineal 8%;; 1,859 (0,703-4,913)
Entre al-lels 8égi3 1,808 (0,766-4,268)
VMI GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8%23 1,755 (0,317-0,708)
AG+GG Amb I"altre genotip 8%2?2 5,199 (0,462-58,511)
G Test tendéncia lineal ggggg 2,029 (0,679-6,068)
Entre al-lels 8%33 2,077 (0,501-8,606)
d,’\liﬁ((:)iisc‘)i;?;s AG+AA Amb I"altre genotip 82322 1,375 (0,363-5,205)
AG+GG Amb I’altre genotip ggggg 4,937 (0,978-24,925)
G Test tendéncia lineal 8222; 1,346 (0,605-2,998)
Entre al-lels 8%% 1,385 (0,524-3,663)
Curaci6 AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8:3232 1,903 (0,334-10,826)
AG+AA Amb I"altre genotip 8?13; 1,337 (0,480-3,722)
A Test tendéncia lineal 8;‘332 1,389 (0,593-3,254)
Entre al-lels 8:3322 1,389 (0,600-3,218)
Exitus AG+AA Amb I"altre genotip 8}1?3‘ 3,012 (0,642-14,134)
AG+GG Amb I’altre genotip 82333 1,200 (0,208-6,921)
A Test tendéncia lineal 83228 1,436 (0,629-3,280)
Entre al-lels 8:‘7‘;‘22 1,524 (0,516-4,496)
Seqieles GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;222 1,704 (0,674-4,311)
AG+GG Amb I’altre genotip ggggi 1,668 (0,332-8,371)
G Test tendéncia lineal 8gégi 1,502 (0,684-3,295)
Entre al-lels 828;? 1,490 (0,699-3,179)

Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 28. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1370128 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia T Arg:ﬂ‘ﬂ; ;;tjrjitgos 82?;5 1,919 (0,299-12,339)
CT+TT Amb I"altre genotip 82285 2,540 (0,997-6,471)
T Test tendéncia lineal 8;171‘21 1,823 (0,674-4,932)
Entre al-lels 8:5% 1,763 (0,854-3,639)
e s
cT+CC Amb I’altre genotip 82322 3,802 (1,078-13,405)
c Test tendencia lineal gggg; 2,263 (0,889-5,762)
Entre al-lels ggggg 2,060 (1,367-3,105)
Meningitis T Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 8232; 1,819 (0,262-12,628)
CT+TT Amb I"altre genotip 882;5 1,419 (0,311-6,464)
T Test tendéncia lineal 8?2% 1,427 (0,469-4,342)
Entre al-lels 83?88 1,390 (0,460-4,201)
>'-1§L(‘J°0%°/:1tq°nsq'c cT+CC Amb I’altre genotip géggg 3,088 (0,788-12,096)
CT+TT Amb I’altre genotip 82328 1,134 (0,348-3,699)
C Test tendéncia lineal 83238 1,400 (0,586-3,344)
Entre al-lels 8:32;2 1,376 (0,600-3,160)
T | | e | | smomn
CT+CC Amb I"altre genotip 8?‘7122 1,383 (0,345-5,544)
C Test tendéncia lineal 82323 1,549 (0,641-3,744)
Entre al-lels S hons 1,977 (0,804-4,861)
N Egchg i CT+CC Amb Paltre genotip ggg;g 1,212 (0,141-10,404)
CT+TT Amb I’altre genotip 83%2 1,809 (0,518-6,314)
T Test tendéncia lineal 832% 1,242 (0,403-3,830)
Entre al-lels 8;;3; 1,230 (0,411-3,678)
o B e
CT+TT Amb I"altre genotip 8;2%‘ 2,451 (0,705-8,516)
T Test tendéncia lineal 82238 1,795 (0,649-4,961)
Entre al-lels 822;3 1,769 (0,667-4,691)
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e N N T
CT+TT Amb I’altre genotip 83%2 1,946 (0,571-6,629)
T Test tendéncia lineal 8323? 1,497 (0,653-3,433)
Entre al-lels 8;‘§§§ 1,478 (0,562-3,887)
Major temps febre CcC Arggntzltsi gsltjrjrs]t(ios 8%% -
CT+CC Amb I"altre genotip 8538 -
Test tendéncia lineal 8;;3 -
Entre al-lels 8;552 -
ucip cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8:;233 1,216 (0,410-3,613)
cT+CC Amb I’altre genotip 82%; 2,131 (0,426-10,660)
C Test tendéncia lineal 8;‘??5 1,367 (0,586-3,189)
Entre al-lels 8332? 1,342 (0,660-2,725)
VMI cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 83233 1,037 (0,254-4,234)
cT+CC Amb I’altre genotip 8%% 1,509 (0,309-7,368)
C Test tendéncia lineal 83;8 1,159 (0,493-2,725)
Entre al-lels 8;8?& 1,174 (0,407-3,389)
e R A e
CT+TT Amb I"altre genotip 8232? 1,146 (0,316-4,158)
T Test tendéncia lineal 8;%; 1,096 (0,557-2,154)
Entre al-lels ggggg 1,106 (0,452-2,705)
Curaci6 T Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 83333 1,571 (0,305-8,093)
CT+TT Amb I"altre genotip 83322 1,487 (0,537-4,121)
T Test tendéncia lineal 8;233 1,377 (0,603-3,141)
Entre al-lels 8:3322 1,369 (0,612-3,065)
Exitus T Arggﬂ‘ﬂ;gs'tjrjﬁtgos 82;33 5,070 (1,182-21,753)
CT+TT Amb I"altre genotip 822;; 2,404 (0,519-11,133)
T Test tendéncia lineal 88;53 3,165 (1,278-7,836)
Entre al-lels 8?3% 3,210 (1,602-9,703)
Seqieles cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;222 1,855 (0,707-4,870)
cT+CC Amb I’altre genotip 83?&2 2,265 (0,406-12,631)
C Test tendéncia lineal 82532 1,714 (0,712-4,126)
Entre al-lels 8;35 1,684 (0,767-3,699)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 29. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1141168 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|jq OR (IC 95%)
Pneumonia GG Arggn‘i)';gs'tj'jﬁtgos o008 1,032 (0,310-3,441)
| i | o 1642 0525450
A Test tendéncia lineal 0,6268 1,223 (0,543-2,757)

0,8954
Entre al-lels ggggg 1,220 (0,537-2,769)
pniljrl:q?r;ia AG+AA Amb I"altre genotip 83832 1,050 (0,452-2,439)
AG+GG Amb I"altre genotip 82;;; 1,678 (0,407-6,922)
G Test tendéncia lineal 8;%3 1,153 (0,558-2,383)
Entre al-lels 8;833 1,156 (0,548-2,442)
Meningitis GG Arggn‘ggssltjrjﬁtgos 8:2;23 1,611 (0,474-5,477)
AG+GG Amb I"altre genotip 88235 1,471 (0,273-7,911)
G Test tendéncia lineal 8;‘;;3 1,412 (0,608-3,280)
Entre al-lels 83?85 1,410 (0,531-3,744)
e | ce | Cwmmer |G 1463 03855207
AG+GG Amb I’altre genotip 82%3 2,057 (0,442-9,563)
G Test tendéncia lineal 83283 1,506 (0,519-4,368)
Entre al lels o305 1525 (0,679-3,425)
e I L088 02724350)
| e | o 111 02165920
A Test tendéncia lineal 0,9733 1,013 (0,463-2,217)
0,9733

Entre al-lels 83383 1,041 (0,424-2,556)
N oo | rmmmee | e 1028 0368267
AG+GG Amb I’altre genotip 83‘7%; 1,459 (0,434-4,904)
G Test tendéncia lineal 883?? 1,152 (0,637-2,085)
Entre al-lels 8;35; 1,158 (0,498-2,693)
>2'?chn'?g/| AG+AA Amb I"altre genotip 82223 1,085 (0,355-3,320)
AG+GG Amb I’altre genotip 8253 3,977 (1,218-12,987)
G Test tendéncia lineal 8223; 1,556 (0,751-3,222)
Entre al-lels 82;2; 1,583 (0,641-3,910)
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>2';5Cn?g ’ AG+AA Amb I’altre genotip 88;23 1,382 (0,390-4,890)
AG+GG Amb I’altre genotip ggggg 3,273 (1,039-10,311)
G Test tendéncia lineal 8;‘221 1,309 (0,601-2,853)
Entre al-lels 8:2;;; 1,324 (0,536-3,271)
Major temps febre GG Arggntzltsi gsltjrjrs]t(ios 83338 -
AG+GG Amb I"altre genotip 82228 -
G Test tendéncia lineal 83232 -
Entre al-lels 8323; -
ucip GG Arggn‘i)';;s“j'jﬁtgos 8:2223 1,525 (0,527-4,413)
AG+GG Amb I’altre genotip 8;2% 2,181 (0,686-6,938)
G Test tendéncia lineal 8?%2 1,535 (0,761-3,096)
Entre al-lels 8613212 1,536 (0,802-2,944)
VMI GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8?;?8 3,293 (0,494-21,939)
AG+GG Amb I’altre genotip 8%5 3,473 (0,460-26,196)
G Test tendéncia lineal 8?333 2,879 (0,869-9,536)
Entre al-lels 8%‘23 2,352 (0,554-9,982)
e T
AG+GG Amb I’altre genotip gg;‘éi 1,307 (0,267-6,392)
G Test tendéncia lineal 82;38 1,563 (0,650-3,759)
Entre al-lels 8?23‘ 1,362 (0,492-3,771)
Curaci6 GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8%3 1,358 (0,336-5,493)
AA Amb I’altre genotip 8%2 2,499 (0,575-10,857)
A Test tendéncia lineal 8%3; 1,206 (0,503-2,892)
Entre al-lels 8;52? 1,211 (0,425-3,450)
Exitus AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tj'jﬁtgos 82% 6,246 (0,988-39,479)
AG+AA Amb Paltre genotip 8%?3 1,775 (0,330-9,538)
A Test tendéncia lineal 8823; 3,397 (1,174-9,830)
Entre al-lels 8;32? 2,887 (0,717-11,618)
Sequieles AG+AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tj'jﬁtgos ggggg 1,095 (0,304-3,936)
AG+GG Amb I’altre genotip 8?%2 3,640 (0,960-13,805)
G Test tendéncia lineal 82332 1,483 (0,656-3,354)
Entre al-lels 8:23;‘2 1,488 (0,562-3,942)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 30. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs4251513 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia GG Arggn‘i)';gs'tj'jﬁtgos 8:}53;‘ 2,358 (0,787-7,066)
CG+GG Amb Paltre genotip ggggg 1,344 (0,489-3,697)
G Test tendéncia lineal 8;?1?1 1,465 (0,757-2,834)
Entre al-lels géigg 1,548 (0,723-3,313)
pniljrl:q?r;ia CG+CC Amb I’altre genotip ggfgg 2,653 (0,580-12,131)
CG+GG Amb I’altre genotip 832;2 1,008 (0,367-2,765)
C Test tendéncia lineal 8?338 1,283 (0,579-2,841)
Entre al-lels 8%‘;3 1,323 (0,538-3,253)
Meningitis cc Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 88533 1,295 (0,455-3,682)
CG+CC Amb I’altre genotip 82323 1,457 (0,294-7,233)
C Test tendéncia lineal 8%32 1,263 (0,627-2,541)
Entre al-lels 83133 1,329 (0,497-3,554)
= A i o
CG+CC Amb Paltre genotip 02360 2,835 (0,768-10,469)
C Test tendéncia lineal 82233 1,489 (0,649-3,415)
Entre al-lels 8;32? 1,569 (0,771-3,192)
= T
CG+CC Amb I"altre genotip 8?322 1,384 (0,267-7,186)
C Test tendéncia lineal 822?2 1,229 (0,605-2,495)
Entre al-lels 8:?‘512 1,239 (0,501-3,065)
e R T
CG+CC Amb Paltre genotip 563t 1,098 (0,256-4,707)
C Test tendéncia lineal 882;‘2 1,182 (0,556-2,515)
Entre al-lels 8;853 1,212 (0,442-3,325)
v I Tanomem
CG+CC Amb I"altre genotip 825% 3,898 (1,215-12,502)
C Test tendéncia lineal 82%8 1,759 (0,712-4,346)
Entre al-lels 823;2 1,840 (0,579-5,850)
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= N o
CG+CC Amb I’altre genotip 831‘1‘3 2,801 (0,904-8,680)
C Test tendéncia lineal 8322? 1,503 (0,642-3,521)
Entre al-lels 83;3; 1,577 (0,529-4,696)

Major temps febre CG+CC Amb I’altre genotip 82333 -

CG+GG Amb I"altre genotip 82222 -

C Test tendéncia lineal 83252 -

G Entre al-lels 83335 -
ucip cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 82;?2 1,313 (0,507-3,402)
CG+CC Amb I"altre genotip 8;823 1,189 (0,343-4,120)
C Test tendéncia lineal 8%3 1,192 (0,601-2,364)
Entre al-lels 8338; 1,223 (0,610-2,454)
VMI cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8?225 2,214 (0,371-13,206)
CG+CC Amb I"altre genotip 8%28 2,961 (0,414-21,170)
c Test tendéncia lineal 8;3;3 2,116 (0,670-6,686)
Entre al-lels 8%32 2,191 (0,452-10,608)
Mot | o | rmadme | o o
CG+CC Amb I’altre genotip 8;%2 1,366 (0,278-6,720)
c Test tendéncia lineal ggég 1,380 (0,633-3,008)
Entre al-lels g%ig 1,375 (0,452-4,183)
Curaci6 GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8gggg 4,429 (1,150-17,059)
o | Amsme | ok Loz
G Test tendéncia lineal 0,4240 1,436 (0,592-3,484)

0.7484
Entre al-lels 83821 1,479 (0,478-4,572)
Exitus GG Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos 832;? 5,611 (0,883-35,652)
| Amsme | ok L0
G Test tendéncia lineal 0,4398 1,467 (0,555-3,876)
0,7329
Entre al-lels gg‘ggg 1,684 (0,372-7,622)
Sequieles CG+CC Amb I'altre genotip Eoo%i%l 7,066 (2,645-18,872)
CG+GG Amb I’altre genotip 8;3;3 1,198 (0,300-4,785)
C Test tendéncia lineal 823;2 1,565 (0,622-3,939)
Entre al-lels ggggf 1,622 (0,522-5,038)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:

odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%




Taula 31. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs1461567 amb dades

evolutives de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)
Pneumonia T Arggn‘ﬂgs‘s'tjrjitgos 8:2223 1,143 (0,210-6,213)
CT+TT Amb I’altre genotip ggggi 1,003 (0,366-2,748)
T Test tendéncia lineal 83;83 1,014 (0,484-2,126)
Entre al-lels 83238 1,017 (0,436-2,374)
i T e | ot 2008 02612361
CT+TT Amb I’altre genotip ggggg 1,443 (0,666-3,126)
T Test tendéncia lineal 83%;8 1,441 (0,709-2,932)
Entre al-lels 83;‘22 1,404 (0,691-2,852)
Meningitis cc Argfn%'; ;S'tjrjﬁtgos ggggg 1,060 (0,407-2,759)
CT+CC Amb I"altre genotip 8gggg 2,813 (0,247-32,105)
C Test tendéncia lineal 8?ggg 1,284 (0,588-2,805)
Entre al-lels 88223 1,280 (0,501-3,268)
e |7 | e | o Les: Q11120589
CT+TT Amb I’altre genotip 8?223 3,433 (0,802-14,707)
T Test tendéncia lineal 8;?2; 2,517 (0,640-9,889)
Entre al-lels 8;21; 2,326 (0,722-7,493)
el R 1622 00509
cT+CC Amb I’altre genotip gﬂgg 4,165 (0,522-33,262)
C Test tendéncia lineal 8%25 1,828 (0,802-4,168)
Entre al-lels 8;;33 1,763 (0,718-4,327)
150 mgi cc A Senotps s 05765 2609 (0.724-0.401)
cT+CC Amb I’altre genotip 83222 3,795 (0,290-49,619)
C Test tendéncia lineal 832% 2,373 (0,879-6,410)
Entre al-lels 8;;2; 2,118 (0,714-6,285)
200 mgl cc M enatpsjoms | 09503 1,044 (0262:3.850)
CT+CC Amb I’altre genotip 82223 1,672 (0,135-20,746)
C Test tendéncia lineal 823?2 1,122 (0,395-3,186)
Entre al-lels 822% 1,106 (0,395-3,094)
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>2';5Cn?g ’ cT+CC Amb I’altre genotip 83533 1,127 (0,097-13,034)
CT+TT Amb I’altre genotip gg;gi 1,106 (0,310-3,945)
T Test tendéncia lineal 8333 1,045 (0,387-2,818)
Entre al-lels 8322; 1,030 (0,369-2,875)
Major temps febre cC Arggntzltsi gsltjrjrs]t(ios 8;821 -
T Amb els altres dos 0,2034 )
genotips junts 0,4069
T Test tendéncia lineal 8§ggg -
Entre al-lels 822;2 -
ucip cT+CC Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 83;32 5,226 (0,852-32,062)
CT+TT Arggﬂ‘ﬂ;gs'tjrjﬁtgos 8:2232 1,082 (0,426-2,746)
c Test tendéncia lineal 0,6169 1,220 (0,560-2,660)
0.7712
Entre al-lels 88533 1,192 (0,587-2,417)
VMI cT+CC Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;228 1,491 (0,084-26,333)
CT+TT Amb Paltre genotip 8253; 1,603 (0,368-6,983)
T Test tendéncia lineal 8;?% 1,192 (0,392-3,619)
Entre al-lels 8;331 1,174 (0,351-3,924)
N[ | mdmme | o YT
CT+TT Amb Paltre genotip 82;‘23 1,695 (0,565-5,080)
T Test tendéncia lineal 8?232 1,265 (0,533-2,999)
Entre al-lels 8?% 1,256 (0,534-2,954)
Curaci6 cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;‘232 1,404 (0,541-3,642)
T Arggﬂ‘ﬂ;gs'tjrjﬁtgos 8:?222 1,773 (0,201-15,672)
C Test tendéncia lineal 0,7599 1,126 (0,526-2,413)
0.7599
Entre al-lels ggggg 1,102 (0,456-2,665)
Exitus cc Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 88;3? 7,070 (1,388-36,014)
T Arggﬂ‘ﬂ;gs'tjrjﬁtgos 8:%% 1,829 (0,174-19,258)
C Test tendéncia lineal 0,0150 5,741 (1,404-23,471)
0,0500
Entre al-lels 8;;82 4,780 (0,679-33,631)
Seqieles CT+CC Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;2}2 1,368 (0,187-10,006)
CT+TT Amb Paltre genotip ggggg 2,090 (0,668-6,543)
T Test tendéncia lineal 82222 1,519 (0,615-3,755)
Entre al-lels 8;‘32? 1,430 (0,581-3,519)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:
odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 32. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs6853 amb dades evolutives

de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

G?L.(I)‘i:p Tipus de comparacié pp|§|5L|Jq OR (IC 95%)

Pneumonia GG Arg;’n‘z)'; gs'tjrjﬁtgos 82353 3,621 (0,202-64,797)
AG+GG Amb I’altre genotip 82;31 1,207 (0,186-7,830)

G Test tendéncia lineal 822?% 1,208 (0,242-6,031)

Entre al-lels ggggg 1,153 (0,213-6,231)

i wo | e 1518 0234956
AG+AA Amb I"altre genotip 82?;3 2,146 (0,171-26,934)

A Test tendéncia lineal 8?328 1,397 (0,302-6,472)

Entre al-lels 8;;2; 1,357 (0,261-7,053)
Meningitis GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8%;3 6,147 (0,170-222,222)
AG+GG Amb I"altre genotip 83;83 1,941 (0,320-11,764)

G Test tendéncia lineal 8;‘2;5 1,860 (0,395-8,757)

Entre al-lels 8;‘?85 1,779 (0,359-8,806)

e | | e | oo 2560 08801450
AG+AA Amb I’altre genotip 8;58; 9,896 (0,242-405,200)

A Test tendéncia lineal 8223;1 3,338 (0,931-11,972)

Entre al-lels 8%% 3,841 (1,059-13,929)

e 1670 0005877
AG+AA Amb I"altre genotip 82‘1132 8,790 (0,219-352,442)

A Test tendéncia lineal 8%2?1 2,034 (0,738-5,602)

Entre al-lels 8:}13% 2,731 (0,700-10,659)

e o | st | oo 1201 0252573
AG+AA Amb I"altre genotip 83232 1,084 (0,039-30,446)

A Test tendéncia lineal 882% 1,097 (0,297-4,060)

Entre al-lels 8gggg 1,068 (0,202-5,649)

G wo | P i 253 0784779
GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8;§ég 2,345 (0,022-254,201)

A Test tendéncia lineal 0,4470 1,603 (0,475-5,408)

0,7821
Entre al-lels 82323 1,792 (0,447-7,181)
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PrCr Amb els altres dos 0,1914
>250 mg/l AA genotips junts 0,9501 2,437 (0,640-9,273)
Amb els altres dos 0,6842
GG genotips junts 0.9239 2,692 (0,023-317,537)
A Test tendéncia lineal 0,4831 1,570 (0,445-5,540)
0,7631 ' ' '
0,4560
Entre al-lels 0.8383 1,724 (0,412-7,226)
. Amb els altres dos 0,5201
biheffoL e elowe GG genotips junts 0,5201 )
) . 0,9449
AG+GG Amb I"altre genotip 0.9449 -
N 0,8066
G Test tendéncia lineal 0.9526 -
0,7957
Entre al-lels 0.9492 -
Amb els altres dos 0,7964
UcCIP GG genatips junts 0.7964 1,449 (0,086-24,307)
s . 0,8336
AG+GG Amb I’altre genotip 0.8688 1,172 (0,266-5,159)
N 0,8902
G Test tendéncia lineal 0.8902 1,108 (0,258-4,770)
0,9007
Entre al-lels 0.9007 1,082 (0,313-3,748)
Amb els altres dos 0,6875
VMI AA genatips junts 0.8593 1,383 (0,285-6,705)
Amb els altres dos 0,4176
GG genotips junts 07850 7,416 (0,058-942,404)
A Test tendéncia lineal 0,7160 1,302 (0,315-5,386)
0,9130 ' ' '
0,7863
Entre al-lels 0.7941 1,300 (0,195-8,655)
Necessitat Amb els altres dos 0,0358
d’inotropics GG genotips junts 0,2212 58,004 (1,308->999,999)
AG+GG Amb I’altre genotip
G Test tendéncia lineal 0,8265 1,157 (0,313-4,277)
0,8265 ' ' '
0,8145
Entre al-lels 0.8252 1,178 (0,300-4,625)
., Amb els altres dos 0,8708
Curacio AA genatips junts 0.8708 1,144 (0,227-5,761)
AG+AA Amb Paltre genotip 8;333 2,038 (0,029-143,210)
N 0,7509
A Test tendéncia lineal 0.7599 1,241 (0,327-4,707)
0,7260
Entre al-lels 0.8067 1,325 (0,275-6,378)
. Amb els altres dos 0,1646
Exitus GG genotips junts 0.4114 22,794 (0,277->999,999)
AG+GG Amb I’altre genotip 88822 16,086 (3,336-77,574)
N 0,0004
G Test tendéncia lineal 0,0037 10,712 (2,903-39,531)
0,0006
Entre al-lels 0.0064 8,388 (2,472-28,455)
N Amb els altres dos 0,5093
Sequeles AA genotips junts 0.7634 1,984 (0,259-15,169)
Amb els altres dos 0,7456
GG genotips junts 0,8416 1,862 (0,044-79,506)
A Test tendéncia lineal 0,6623 1,430 (0,287-7,113)
0,8359 ' ' '
0,6455
Entre al-lels 0.7172 1,524 (0,253-9,166)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:

odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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Taula 33. Analisi de I’associacié d’al-lels i genotips de rs7744 amb dades evolutives

de la MPIG.

(En cursiva, els valors crus de p<0,05; en negreta, els valors de p <0,05 ajustats pel

metode FDR i les OR significatives).

Al-lel . L p-cru
Genotip Tipus de comparaci6 p-FDR OR (IC 95%)
L. , . 0,4041
Pneumonia AG+AA Amb I"altre genotip 05773 2,300 (0,325-16,273)
: . 0,3442 i
AG+GG Amb I’altre genotip 0.5025 1,684 (0,572-4,954)
N 0,8601
G Test tendéncia lineal 0.9557 1,102 (0,374-3,252)
0,8161
Entre al-lels 0.9656 1,116 (0,443-2,807)
Pleuro- s : 0,3034 :
pneumonia AG+AA Amb I"altre genotip 0.6158 2,738 (0,402-18,640)
, . 0,7486
AG+GG Amb I’altre genotip 0.8318 1,232 (0,344-4,419)
N 0,8514
A Test tendéncia lineal 0.8514 1,094 (0,428-2,795)
0,7932
Entre al-lels 0.7932 1,170 (0,362-3,778)
L Amb els altres dos 0,3495
Meningitis AA genotips junts 0.9290 1,058 (0,322-3,476)
Amb els altres dos 0,2887
GG genotips junts 0,5559 3,899 (0,316-48,151)
A Test tendéncia lineal 0,9263 2,054 (0,455-9,282)
0,9263 ' ' '
0,8986
Entre al-lels 0.9100 1,108 (0,229-5,370)
Leucocitosi Amb els altres dos 0,2515
>15000/mmc GG genotips junts 0,3593 4,730 (0,332-67,731)
AG+GG Amb I’altre genotip 82288 6,234 (0,757-51,362)
o 0,0468
G Test tendéncia lineal 01173 4,713 (1,022-21,726)
0,0791
Entre al-lels 0.1581 6,726 (0,802-56,442)
Leucopénia Amb els altres dos 0,5365 R
<5000/mmc AA genotips junts 0,6837 1,620 (0,351-7,473)
AG+AA Amb Paltre genotip 02308 6,553 (0,303-141,935)
N 0,3637
A Test tendéncia lineal 0.6314 1,652 (0,559-4,875)
0,3147
Entre al-lels 0.6294 2,241 (0,465-10,809)
PrCR Amb els altres dos 0,9765
>150 mg/I AA genotips junts 0,9765 1,026 (0,184-5,709)
Amb els altres dos 0,9620
GG genotips junts 0,9635 1,084 (0,039-30,446)
G Test tendéncia lineal 0,9871 1,011 (0,262-3,907)
0,9871 ' ’ '
0,9908
Entre al-lels 0.9908 1,010 (0,173-5,919)
PrCR , . 0,7548 }
>200 mg/l AG+AA Amb I"altre genotip 0.8863 1,830 (0,041-81,084)
) . 0,5301
AG+GG Amb I’altre genotip 0.9432 1,828 (0,278-12,001)
N 0,7342
G Test tendéncia lineal 0.8975 1,272 (0,317-5,108)
0,7670
Entre al-lels 0.8620 1,317 (0,213-8,140)
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>2PSIEJCn?g/I AG+AA Amb I"altre genotip 8232; 1,290 (0,028-59,127)
AG+GG Amb I"altre genotip 8;;81 1,391 (0,244-7,943)
G Test tendéncia lineal 88;% 1,149 (0,297-4,442)
Entre al-lels 832;‘? 1,139 (0,195-6,650)
Major temps febre AG+AA Amb I’altre genotip 822;3 -
AG+GG Amb I"altre genotip 828;3 -
G Test tendéncia lineal 8;222 -
Entre al-lels 8;235 -
ucip AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos gg% 1,734 (0,388-7,754)
GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8222; 2,780 (0,318-24,331)
A Test tendéncia lineal 08174 1,151 (0,348-3,806)
0,8902
Entre al-lels 8;283 1,214 (0,300-4,914)
VMI AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 8%;;‘ 3,547 (0,474-26,520)
GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8%23 2,149 (0,061-75,636)
A Test tendéncia lineal 0,2291 2,615 (0,546-12,524)
0,5729
Entre al-lels 8?33; 3,388 (0,205-56,091)
i I S0 0715057
GG Arggﬂ‘ﬂ;gs'tj'jﬁtgos 82% 2,489 (0,148-41,892)
A Test tendéncia lineal 0,2153 2,197 (0,633-7,635)
0,5383
Entre al-lels 8;232 3,431 (0,503-23,381)
Curaci6 GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8:3333 2,867 (0,091-90,581)
AG+GG Amb I"altre genotip 8;33; 1,278 (0,277-5,897)
G Test tendéncia lineal 83222 1,419 (0,430-4,677)
Entre al-lels 82222 1,595 (0,327-7,787)
Exitus AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos 82223 1,455 (0,265-8,007)
GG Arggﬂ‘ﬂ;;‘s'tj'jﬁtgos 8?2% 2,541 (0,103-62,486)
A Test tendéncia lineal 0,8408 1,125 (0,357-3,544)
0,8408
Entre al-lels 8;32; 1,410 (0,166-11,973)
Sequieles AA Arggﬂ‘ﬂ; S;tjrjﬁtgos ggggg 1,037 (0,250-4,305)
AG+AA Amb I"altre genotip 822% 2,197 (0,110-43,799)
A Test tendéncia lineal 8;213 1,197 (0,393-3,643)
Entre al-lels 8%33 1,208 (0,313-5,387)
Acronims:

p-cru: valor de p sense ajustar: p-FDR: valor de p ajustat pel metode false discovery rate (FDR); OR:

odds-ratio; 1C95%: interval de confianca del 95%
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ANNEX 7: Publicacions i comunicacions derivades de la Tesi

1. Publicaci6 a la revista Pediatric Infectious Diseases Journal, any 2015, volum 34,

pagines 1008-1013 (primer signant):
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ORIGINAL STUDIES

Association of Polymorphisms in IRAK1, IRAK4 and MyD88,
and Severe Invasive Pneumococcal Disease

Jaume Carrasco-Colom, MD,* lolanda Jordan, MD, PhD, 7 Laia Alsina, MD, PhD, }
Juan-José Garcia-Garcia, MD, PhD,* Francisco José Cambra-Lasaosa, MD, PhD,
Maria Anunciacion Martin-Mateos, MD, PhD,} Manel Juan, MD, PhD,§ and Carmen Murioz-Almagro, MD, PhDY

Background: Severe invasive pneumococcal disease (SIPD) has high
morbidity and mortality, conditioned by pneumococcus and host factors,
such as Toll-like receptors and their Toll-IL 1R common signaling pathway.
The objectives of this study are (1) to correlate single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) involved in some Toll-ILIR signaling pathway proteins
(IRAK1, IRAK4, IRAKM and MyD88) with SIPD by comparing patients
versus healthy controls. (2) To determine whether these SNPs influence
SIPD outcome.

Methods: Case—control prospective observational study: 60 pediatric
patients with IPD and systemic inflammatory response syndrome, and
120 healthy volunteers. Well-known immunodeficiencies were excluded.
Independent variables: SNPs genotypes and alleles. Other variables: demo-
graphic, previous infections, and clinical, analytical and microbiological
evolution data.

Results: We have detected significant disequilibrium of SNPs frequencies
between SIPD patients and controls in rs1059701-CC (IRAK1; P =0.0067),
1s4251513-CC (IRAK4; P<0.0001),rs1461567-T (IRAK4; P=0.0158) and
rs6853-AA (MyD88; P < 0.0001). SIPD patients showed significant associ-
ation between: leukocytosis > 15,000/mmc and rs1059702-nonTT (IRAK1;
P = 0.0460), pleuropneumonia and rs1624395-G (IRAKM; P = 0.0147),
and rs1370128-C (IRAKM; P = 0.0055), sequelae, and rs4251513-nonGG
(IRAK4; P=0.0055), death and rs6853-nonAA (P = 0.0054) and rs6853-G
(P =0.0065; MyDS88).

Conclusions: This is the first study to show an association between SNPs
in IRAK 1, IRAK4 and MyD88, and the presence of SIPD. Our data showed
that some SNPs may lead to a higher risk of developing SIPD while other
are related with the outcome in SIPD patients. Following PIRO score (pre-
disposition, insult, response, organ dysfunction), identifying SNPs predis-
posing to infectious diseases, such as SIPD might help stratify patients with
severe infectious diseases and design specific treatments.

Key Words: invasive pneumococcal disease, systemic inflaimmatory
response, Toll-like receptors, TIR pathway, polymorphisms, genetic asso-
ciation study

(Pediatr Infect Dis J 2015;34:1008-1013)

Accepted for publication January 22, 2015.

From the *Pediatrics Department, fPediatric Intensive Care Department, Hos-
pital Sant Joan de Déu, Universitat de Barcelona; fPediatric Allergy and
Clinical Immunology Department, Hospital Sant Joan de Déu, Universitat de
Barcelona, Sant Joan de Déu - Clinic Immunology Functional Unit; §Immu-
nology Department, Hospital Clinic, IDIBAPS, Universitat de Barcelona,
Sant Joan de Déu - Clinic Immunology Functional Unit; and YMicrobiology
Department, Hospital Sant Joan de Déu, Universitat de Barcelona, Barce-
lona, Spain.

This work was supported by the Sant Joan de Déu Research Foundation through
AFRO00018 grant and in a minor part, but significant, by the Instituto de
Salud Carlos IlI-Fondos Feder through P110/01404 grant.

J. Carrasco-Colom and I. Jordan contributed equally to this study. M. Juan and
C. Muiioz-Almagro contributed by equally co-directing this study.

The authors have no funding or conflicts of interest to disclose.

Address for correspondence: Iolanda Jordan, MD, PhD, Pediatric Intensive Care
Department, Hospital Sant Joan de Déu, Passeig Sant Joan de Déu, 08950
Esplugues de Llobregat, Barcelona, Spain. E-mail: jjordan@hsjdben.org.

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

ISSN: 0891-3668/15/3409-1008

DOI: 10.1097/INF.0000000000000779

1008 | www.pidj.com

Invasive pneumococcal disease (IPD), caused by Streptococcus
pneumoniae (pneumococcus), is a frequently occurring disease
worldwide.! IPD can present as occult bacteremia or more serious
manifestations, which have high morbidity and mortality. IPD rates
are especially high in infants and children less than 2 years old and
adults older than 65 years of age.”

The imbalance between host factors and virulence of the
pathogen is partly responsible for the development of IPD. The main
virulence factor of pneumococcus is the polysaccharide capsule,
with 94 serotypes, with differences in pathogenicity.® Although
TPD has been extensively studied from the microbiological point of
view, to date little is known about why the disease is more severe
in some immunocompetent children than in others with similar
characteristics. Innnate immunity system (IIS) variations might be
a determinant factor.

IIS relies on recognition receptors (PRRs from pattern recogni-
tion receptors), which recognize pathogen-associated molecular pat-
terns.** A key group of these PRRs is the Toll-like receptors (TLRs).
Acting together, TLRs are able to recognize virtually all pathogens,
and they play a key role in initiating innate immunity response.’

Pneumococcus is recognized by TLR 1, 2, 4, 6 and 9.° TLRs
recognizing pneumococcus are redundant, but their signaling
pathways merge in the unique Toll-IL1R (TIR) signaling pathway
(a name used based on the similarities between TLR and IL-1R
signaling pathways, also called the TIR pathway). Therefore, the
TIR pathway is critical for establishing TLR-mediated inflamma-
tory response in defense against pneumococcus.”®

Classic primary immunodeficiencies cause susceptibility to
a wide range of microorganisms (one gene, multiple infections).
Recently, new primary immunodeficiencies have been described
with more selected susceptibility to microorganisms (one gene, few
infections). Among these immunodeficiencies, mutations in TIR
pathway have been found, such as IRAK4 and MyD88 complete
deficiencies. These immunodeficiencies lead to increased suscep-
tibility to a narrow range of infections, with IPD being a major
manifestation.”!!

Some single nucleotide polymorphisms (SNPs) in TLR
have been associated with susceptibility to IPD.'> Also, SNPs in
TIR pathway (in IRAK and NFkB complexes) have been described,
leading to increased susceptibility or protection from infectious
diseases, including IPD,"*!* along with misbalances in immune
responses.'®!” The majority of these studies have been performed
on adult populations.

The discovery of SNPs in TIR pathway has opened a new
research line in genetic susceptibility to infectious diseases. In
the concrete case of IPD, discovering other SNPs in TIR pathway
would help increase our understanding on the different outcomes
of IPD observed based on the variability of immune responses. It
could also help in stratifying individual risk of suffering IPD to
define concrete strategies in patient management.

In this study, we have described SNPs in TIR pathway pro-
teins (IRAK1, IRAK4, IRAKM and MyD88) in pediatric patients
with severe IPD (SIPD) and in a cohort of healthy controls. With
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these data, the aim of our study was to correlate these SNPs with
presence of SIPD and to determine whether these SNPs have an
influence on SIPD outcome.

MATERIALS AND METHODS

This was a case—control prospective observational study.
The study was conducted at Sant Joan de Déu Hospital, during the
year 2010. This is a tertiary-care children’s hospital (345 beds, 18
PICU beds). Located in Catalonia-Spain (population of ~7 million,
1.2 million of children), it captured around 17% of all pediatric
hospital admissions of her referral population during the study
period (around 200,000 children per year).

Inclusion criteria for cases were children under 10 years
of age diagnosed of SIPD in our hospital during the year 2010.
Exclusion criteria were previous diagnosis of primary or second-
ary immunodeficiency and nonacceptance of informed consent.
Controls were patients with a routine analytical determination in
outpatient laboratory with no previous immunodeficiency or IPD,
nor concomitant infectious pathology.

SIPD was defined by isolation of pneumococcus or detection
of DNA of the pneumolysin gene and an additional capsular gene of
pneumococcus with real-time PCR in any normally sterile site, and
presence of systemic inflammatory response syndrome (SIRS)."®

Criteria for SNPs selection were: (1) proteins in TIR path-
way (which are critical points in signaling cascade pathway); (2)
high frequency in general population (>5%); (3) clinical relevance
in infectious or inflammatory diseases described in the literature
and (4) location of SNPs in the corresponding gene (SNPs in exons
or in promoter or regulatory regions). Finally, selected SNPs were:
(1) IRAKI: 151059701, 151059702, rs1059703 8,15; (2) IRAKM:
rs1624395, rs1370128 8,16; (3) IRAK4: rs1141168, rs4251513,
rs1461567 7-9,14,17 and (4) MyD88: rs7744, rs6853 10. For each
SNP, both genotype and allele frequencies were evaluated.

The sample size of the study (60 cases and 120 controls)
was calculated statistically, based on IPD incidence in our hospital
(109.9/100,000 children less than 5 years old in year 2009)" and
SNPs incidence in the general population (confidence level was set
at 95% (2-tailed), precision of confidence interval (CI) at £3%, and
rate of subjects not meeting inclusion criteria at 10%).

Variables

SNPs genotype or allele presence was considered as an
independent variable. Other collected data were demographics,
past medical history, conjugated pneumococcal vaccination sta-
tus, clinical IPD diagnosis (pleuropneumonia, pneumonia, men-
ingitis, sepsis, arthritis), pneumococcal serotype, and laboratory
data [complete blood count, C-reactive protein (CRP) value and
primary immunodeficiencies screening: detection of presence of
Howell-Jolly bodies in blood smear; T, B and NK lymphoid popu-
lations; IgG, IgA and IgM immunoglobulin levels; complement C3,
C4 and CH50; blood group; isohemagglutinins, and response to
proteic vaccine antigens]. Severity of IPD was determined based
on clinical features [time until resolution of fever, need for PICU
admission, need for mechanical ventilation and inotropic drugs,
Pediatric Risk of Mortality Score III (PRISM-III) punctuation®]
and laboratory severity markers (leukocytosis > 15,000/mmc, leu-
kopenia < 5000/mmc and CRP > 200mg/L). SIPD final outcome
was recorded as complete recovery, presence of sequelae or death.

Pneumococcal strains isolated by culture were identified
with standard microbiological methods and were serotyped using
the Quellung reaction or dot blot by the National Centre for Micro-
biology, Majadahonda-Madrid. Detection of the pneumolysin gene
of pneumococcus was performed with real-time PCR according to
a previously reported method.? Detection of serotypes in patients

© 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

with negative cultures was made in our laboratory with multiplex
real-time PCR, which detects the conserved wzg capsule gene
and other genes selected to differentiate the 24 serotypes most
frequently implicated in IPD (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F/A, 8, 9V/A/
N/L, 14, 15B/C, 18C/B, 19A, 19F/B/C, 23A and 23F).> For SNPs
determination, iPLEX® Gold method from the genotyping plat-
form MassARRAY™® was used (Sequenom Inc., San Diego, CA).
SNPs genotyping services were provided by the Spanish “Centro
Nacional de Genotipado” (CEGEN-ISCIII; www.cegen.org).

This study was performed according to the Helsinki declaration
and was approved by Sant Joan de Déu Ethics Committee. Parents or
guardians of patients and controls were always requested to provide
the compulsory written informed consent before inclusion in the study.

Statistics

Three statistical software programs were used: Ene2 to deter-
mine the number of cases (n) required, and SAS®9.2 and genetic
statistical analysis platform SNPator® for analysis of genetic data.

Frequency tables were constructed to describe genotype
and allele proportions in terms of different SNPs. Linear relation
between frequency of variables and genotype was analyzed. Asso-
ciation between variables and homozygote and allele frequencies
was also analyzed. Wald test with a logistic regression model was
used. To avoid confusion, variables, sex, age and pneumococcus
serotype were included.

Regarding quantitative variables, a linear trend of means
relation with genotype and allele frequencies was also analyzed via
variance (ANOVA).

Two P values were calculated: P value (crude-p) and
adjusted P value by false discovery rate control (P-FDR), which
is a statistical method used in multiple hypothesis testing to cor-
rect for multiple comparisons. False discovery rate procedures are
designed to control the expected proportion of incorrectly rejected
null hypotheses.* P value <0.05 was considered as significant and
P <0.10 was considered as marginally significant.

RESULTS

Demographic and Clinical Features

Sixty SIPD consecutive cases and 120 controls were recruited
in this study; all cases and controls were genotyped for 10 selected
SNPs. Cases and controls were comparable in terms of sex and ethnic
group (see Table 1 for demographic data). SNPs were in Hardy-Wein-
berg equilibrium (this means that allele frequencies observed were
similar to those expected in a population with stable genetic variation
and lack of selection) Also, as expected, allele frequencies were simi-
lar to these deduced from HapMap Caucasian data (Table 2). Control
subjects did not have consanguinity or past medical history of severe
infectious diseases or immunological diseases or any previous episode
of IPD. Pneumococcus serotype was analyzed in all cases: 39 (65%)
were serotypes included in both 13-valent pneumococcal vaccine
(PCV13) and 7-valent pneumococcal vaccine (PCV7), 3 (5%) were
serotypes included only in PCV7, and 21 (35%) were other serotypes
not included in current commercialized conjugated vaccines. Vac-
cination coverage with PCV7 in cases was: complete immunization
(at least 3 doses) in 38.3%, and at least 1 dose in 50%. None of the
patients with PCV7 serotypes had been completely immunized with
PCV7. All cases met SIRS criteria: 57 (95%) were sepsis, 2 (1.7%)
had a septic shock and 1 (1.3%) a multiorganic failure. Clinical pres-
entation of cases is represented in Figure 1. Mean leukocyte value of
cases was 21,014/mmc (standard deviation: 8995), and mean CRP
value of cases was 240.9mg/L (standard deviation: 113.2). Twenty-
five patients (41.7%) were admitted to PICU, 10 required mechanical
ventilation (16.6%), and 7 required inotropic drugs (11.6%).
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TABLE 1. Demographic Data of Cases and Controls

Cases™ Controls
Variable (n =60) (n =120) P Value
Male sex % (n) (95% CI) 58.3 (35) (44.9-70.7) 57.5 (69) (47.7-65.9) 0.96
Caucasian origin % (n) (95% CI) ~ 91.67 (55) (81.6-97.2) 98.33 (118) (94.1-99.8) 1

Median age years (range, IQR)

3.1(21 days—9 years)

9.8 (1 month—41 years, 12 years)

*Fifty six cases without past severe infectious diseases (PSID) and 4 cases with PSID: 2 cases had pneumonia, 1 girl had osteo-
myelitis at 21 days of life and another girl had cellulitis at 20 days of life.

TABLE 2. Allele Frequencies and Allele Association of Toll-IL1R Pathway SNPs with

Severe Invasive Pneumococcal Disease

HWE HapMap Cases Controls
SNPs Allele (P Value) CEU (Frequencies) (Frequencies) P-FDR OR (95% CI)
IRAK1
rs1059701 C 0.8199 n.a. 0.2530 0.2171 0.4528  1.229 (0.856-1.765)
T n.a. 0.7470 0.7829
rs1059702 C 0.1070 0.796 0.8118 0.8686
T 0.204 0.1882 0.1314 0.4528  1.538(0.714-3.312)
rs1059703 C 0.4362 0.225 0.1728 0.1667 0.6894  1.147 (0.667-1.972)
T 0.775 0.8272 0.8333
IRAKM
rs1624395 A 0.5771 0.434 0.4083 0.4375
G 0.566 0.5917 0.5625 0.6957  1.126 (0.621-2.044)
rs1370128 C 0.4362 0.558 0.5583 0.5167 0.6109  1.182(0.736-1.901)
T 0.442 0.4417 0.4833
IRAK4
rs1141168 A 0.2177 0.464 0.4667 0.5708
G 0.536 0.5333 0.4292 0.0709  1.522(1.046-2.216)
rs4251513 C 0.9209 0.500 0.6000 0.4875 <0.0001  1.468 (1.404-1.535)
G 0.500 0.4000 0.5125
rs1461567 C 0.8193 0.699 0.6833 0.7708
T 0.301 0.3167 0.2292 0.0158 1.500 (1.132-1.987)
MyD88
rs6853 A 0.8296 0.885 0.9000 0.8193 <0.0001 1.935 (1.462-2.563)
G 0.115 0.1000 0.1807
rs7744 A 0.8199 0.854 0.9000 0.8739 0.6109  1.271 (0.664-2.431)
0.146 0.1000 0.1261

HapMap CEU = allele frequencies in sample of Utah residents

of northern and western European ancestry from the CEPH

collection. HWE = Hardy Weinberg equilibrium (P value >0.05 means no significant differences between observed and expected

frequencies, and therefore presence of HWE).
n.a. indicates data not available; P-FDR, P value adjusted by fals

All patients but 1 who returned to his country were followed
up, and none presented recurrent IPD. There were sequelae in 33
cases (55%) and 2 deaths due to SIPD. The majority of sequelae were
pachypleuritis (28 cases, 87.5% of sequelae) following pleuropneu-
monia, with segmentectomy required in 4 cases. The rest were neuro-
logical sequelae following meningitis: 3 cases of isolated hypoacusia
and 2 cases of hydrocephalus with seizures, hypoacusia and visual
impairment. Primary immunodeficiencies screening was performed
in all cases by our clinical immunologist, with normal results.

| 1
is | (2 arthritis] (* 1 isolated
bacteremia
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bacteremic

1 lung abscess |
26 bacteremic ’

JE— —
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bacteremic * 11 bacteremic |
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FIGURE 1. Forms of SIPD (n). *Pneumococcus identified in
pleural effusion.

7 bacteremic
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e discovery rate method. Bolded text is statistically significant.

SNPs Results

The presence of SNPs in TIR common signaling pathway
in SIPD patients, as well as comparison of genotype and allele fre-
quencies between cases and controls is detailed in Tables 2 and 3.

Associations between the presence of SIPD and some
genotypes or alleles were found: SIPD presence was associ-
ated with CC genotype from rs1059701 [P = 0.0067, odds ratio
(OR) = 1.430 (95% CI: 1.140-1.795)], CC genotype, and C allele
from rs4251513 [P < 0.00001, OR = 2.183 (95% CI: 1.578-3.019)
and P <0.0001, OR = 1.468 (95% CI: 1.404-1.535)], T allele from
151461567 [P = 0.0158, OR = 1.500 (95% CI: 1.132-1.987)], and
AA genotype and A allele from rs6853 [P < 0.0001, OR = 2.125
(95% CI: 1.787-2.526) and P < 0.0001, OR = 1.935 (95% CIL:
1.462-2.563)].

Genotype and allele frequencies of cases were compared
regarding evolution features. It was found that G allele from rs1624395
and C allele from rs1370128 were associated with pleuropneumonia
[P =0.0147, OR = 1.834 (95% CI: 1.230-2.736) and P = 0.0055,
OR = 2.060 (95% CI: 1.367-3.105)], non-TT genotypes from
rs1059702 were associated with leukocytosis [P = 0.0460, OR = 7.500
(95% CI: 1.862-30.214)], non-GG genotypes from rs4251513
were associated with presence of any kind of sequelae [P = 0.0010,
OR =7.066 (95% CI: 2.645-18.872)], non-AA genotypes and G allele

© 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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TABLE 3. Genotype Frequencies and Genotype Associations of Toll-IL1R Pathway SNPs with

Severe Invasive Pneumococcal Disease

Genotype Comparison

AA vs.AB + BB BB vs.AA + AB
Geno- Cases Controls
SNP type  (Frequencies) (Frequencies) P-FDR, OR (95% CI) P-FDR, OR (95% CI)
IRAK1
rs1059701 cc 0.1694 0.125 0.0067, 1.430 (1.140-1.795) 0.9310, 1.141 (0.729-1.786)
CT 0.1356 0.1583
TT 0.6949 0.7167
rs1059702 cc 0.7500 0.8083
CT 0.1500 0.1250
TT 0.1000 0.0667 0.5939, 1.433 (0.602-3.410)  0.9310, 1.585 (0.406-6.190)
rs1059703 cc 0.0702 0.0756 0.5970,1.210 (0.693-2.113)  0.9751, 1.082 (0.563-2.081)
CT 0.1754 0.1597
TT 0.7544 0.7647
IRAKM
rs1624395 AA 0.1500 0.2083
AG 0.5167 0.4583
GG 0.3333 0.3333 0.5970, 1.449 (0.446-4.701)  0.9764, 1.008 (0.585-1.737)
rs1370128 cC 0.2833 0.2833 0.9619,1.011 (0.650-1.571)  0.7762, 1.623 (0.668-3.941)
CT 0.5500 0.4667
TT 0.1667 0.2500
TRAK4
rs1141168 AA 0.2167 0.2667
AG 0.5000 0.6083
GG 0.2833 0.1250 0.5474,1.292 (0.783-2.133)  0.7119, 2.827 (0.914-8.739)
rs4251513 cc 0.3833 0.2083 <0.0001, 2.183 (1.578-3.019) 0.7762, 1.197 (0.922-1.555)
CG 0.4333 0.5583
GG 0.1833 0.2333
151461567 CcC 0.4333 0.5917
CT 0.5000 0.3583
TT 0.0667 0.0500 0.1484,1.753 (0.978-3.144)  0.7762, 1.412 (0.725-2.752)
MyD88
rs6853 AA 0.8167 0.6723 <0.0001, 2.125 (1.787-2.526) 0.9310, 1.534 (0.239-9.829)
AG 0.1667 0.2941
GG 0.0167 0.0336
rs7744 AA 0.8333 0.7815 0.5474, 1.362 (0.733-2.530)
AG 0.1333 0.1849
GG 0.0333 0.0336 0.9751, 1.091 (0.319-3.318)

CI, confidence interval; P-FDR, P value adjusted by false discovery rate method; OR, odds ratio. Bolded text is statistically significant.

from rs6853 were associated with death [P = 0.0054, OR = 16.086
(95% CI: 3.336-77.574) and P = 0.0064, OR = 8.388 (95% CI: 2.472—
28.455)], and there was a trend toward association (P < 0.10) of death
with T allele from rs1370128, A allele from rs1141168, and CC geno-
type and C allele from rs1461567 (Figs. 2 and 3). No association was
found between any SNP genotype or allele and pneumococcus sero-
types. No association was found between any SNP genotype or allele
and the rest of the evolution features studied.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study to show
association of SNPs in IRAK1, IRAK4 and MyD88 and presence
of SIPD. Indeed, previous studies linked IPD with SNPs of con-
crete TLRs (TLR 2 and 4)."? Also, other authors found a relation-
ship between IPD and SNPs in TIR common pathway,” but none
of them studied IRAK and MyD88 genes. We believe that studying
a common signaling pathway, and IRAK and MyD88 in particular,
is of the utmost interest, because of its novelty and also because
primary immunodeficiencies abolishing the function of these mol-
ecules have been described as a cause of recurrent IPD.”*!! Moreo-
ver, this pathway is unique, while TLRs recognizing pneumococcus
are redundant.®

Our data showed that some SNPs are related to a greater
risk of developing SIPD: rs1059701 (CC genotype) in IRAKI,

© 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.

rs4251513 (Callele) and rs1461567 (T allele) in IRAK4 and rs6853
(A allele) in MyD88.

We also observed that some SNPs are related with the out-
come of SIPD patients: pleuropneumonia with rs1624395 (G allele)
and rs1370128 (C allele) in IRAKM; and marked leucocytosis with
rs1059702 (CT + TT genotypes) in IRAKI, death with rs6853
(AG + GG genotypes and G allele) in MyD88 and sequelae with
rs4251513 (CG + CC genotypes) in IRAK4.

The results of our cohort of SIPD patients may be extrapo-
lated to other settings, since clinical and microbiologically, the data
are similar to those used in other studies. Mean age of 3.13 years is
similar to other studies carried out in the same hospital and other
international studies before introduction of 13-valent pneumococ-
cal vaccine.'”? The proportion of patients below 2 and 5 years old
is also similar to these publications.'** Furthermore, the propor-
tion of each form of SIPD correlates with other studies carried out
with similar populations and time frames.*

Conjugated polysaccharide vaccines have been developed in
recent years. In Spain, PCV7 (serotypes 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F and
23F) was introduced in 2001. PCV13, which also includes serotypes
1,3, 5, 6A, 7F and 19A, was licensed in 2010 (after our study was
performed). Conjugated pneumococcal vaccines have been included
in Catalonia’s immunization schedule, but they are not funded by
the public health system. Thus, vaccination coverage was low in
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our study. However, vaccination coverage of our SIPD patients was
similar to that found in other studies done with similar populations
and time frames.'”*

Other researchers have studied the relationship between
severity factors in infectious and inflammatory diseases and SNPs
in TIR pathway proteins. Arcaroli et al”* described a greater require-
ment of mechanical ventilation and greater number of patients with
shock and death in septic adult patients with IRAK1 haplotype
1rs1059701-rs1059702-rs1059703. Sutherland et al** found a corre-
lation between IRAK4 haplotype including rs4251513 and Gram-
positive bacteremia in ICU patients. Also, associations have been
described between asthma and IRAK4 SNPs (rs4251513, 151461567,
rs1141168) and IRAKM SNPs (rs1624395, rs1370128).!%!7

However, most of these studies were carried out with adult
populations.*!" It is known that dysfunctions of TLR-mediated I1S

1012 | www.pidj.com

in IPD pediatric patients, with no positive results. However, in that
study, 92% of cases were occult bacteremia and bacteremic pneu-
monias, of unspecified severity, and in our study case selection was
restricted to cases with severity criteria (SIRS criteria). Hirschfeld
also excluded infants less than 3 months old and his study was retro-
spective, with consequent limitations in inclusion criteria. However,
he hypothesized that the functional defects he did not find might be
associated with recurrent or SIPD cases. In our study, we did not find
any cases of recurrent IPD, but all of our cases met severity criteria.

Null mutations in IRAK4 and MyD88 have recently been
described.”®!! These mutations lead to a narrow spectrum of inva-
sive bacterial infections caused by Gram-positive cocci (pneu-
mococcus and Staphylococcus aureus), and noninvasive infec-
tions caused by S. aureus and Pseudomonas. As their discoverers
described, this phenotype is quite surprising in primary immuno-
deficiencies. In our study, we found another association between
variations of these proteins and susceptibility to SIPD. However,
we cannot state whether the association found was due to a loss of
function, as null mutations are, because we were not able to carry
out functional studies on fresh blood samples. Their studies also
concluded that bacterial infections found in patients with complete
deficiencies in MyD88 and IRAK4 are typically recurrent.”'" We
did not find any recurrent infection; this could be ascribed to an
only partial defect, but also to the fact that the study period was not
long enough to identify recurrences.

There are some potential limitations of genetic association
studies that should be considered before drawing reliable conclu-
sions.”® Our study tried to resolve some of them.

First, samples should be as homogeneous as possible. This
was so in terms of age (age range: 21 days—9 years), and most of
the patients (91.67%) were of Caucasian Mediterranean ethnic ori-
gin. The control samples were also homogeneous in terms of these
2 variables. In addition, case and control samples are required to
be comparable regarding variables which may influence genetic
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results, such as ethnic group and gender. In our study, samples were
comparable in the 2 variables.

Second, we had to look for past diseases which may have
influenced the results. Most of the cases did not have any past medi-
cal history (55 patients, 91.67%).

Third, selection of candidate genes and SNPs followed
important rules in genetic association studies, and this was an
important point. Selected genes encode proteins which belong to
TIR pathway in IIS, and selected SNPs are implicated in suscep-
tibility to infectious and inflammatory diseases already described
in the literature.'*'” Moreover, diseases caused by mutations in 2
genes selected (IRAK4 and MyD88) had been described before.”
This fact reinforces the opinion that these 2 genes encode critical
proteins in the TIR common signaling pathway and indicates the
lack of compensation or plasticity in their absence.

Fourth, SNPs selected were located at coding regions or
regions expected to be involved in modulation of gene expression.

The approach to severe infectious diseases is changing.
Nowadays, an important objective is to stratify patients objectively,
to allow early diagnosis of severity and individualized therapeutic
management, the basis of personalized medicine. This leads to the
new clinical concept of “PIRO” (predisposition, insult, response,
organ dysfunction) approach, which allows for the staging of severe
infectious disease patients according to predisposing factors, infec-
tion, host response, and organic dysfunction. Predisposing factors
include SNPs in genes involved in immune response, which seems
to have an influence on the evolution of these patients as it is cur-
rently being reported in the literature, including this study.” A hypo-
thetical consequence of these findings in clinical practice, related to
1IS and IPD, might be the recommendation of therapies immunolog-
ically oriented, in the same way the recombinant mannose-binding
lectin was tested in some mannose-binding lectin deficits.*

In conclusion, we have defined associations between SIPD
and SNPs from proteins belonging to the TIR pathway. These
genetic variations may lead to variations in TLR signaling, and as
a consequence, in innate immune response. The identification of
SNPs that predispose to infectious diseases, such as SIPD may help
to identify patients at risk for severe infectious diseases and may
allow for the design of specific treatments.
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