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Anexo: Articulos incluidos en la presente tesis



Presentacion

La presente tesis sigue las directrices para la presentacion de tesis doctorales
como compendio de publicaciones divulgadas por la Comision de la Escuela de
Doctorado en Ciencias Sociales de la Universitat de Valéncia el 31 enero de

2019.

Los estudios que forman parte de esta Tesis Doctoral pertenecen a una misma
linea de investigacion. El presente trabajo estd dirigido a conocer las
interacciones que existen en los procesos infecciosos pulmonares entre el
paciente y su respuesta inflamatoria, las patologias que padece y el medio
ambiente. El conocimiento de la respuesta de un determinado paciente a una
neumonia es fundamental para restablecer su estado de salud lo antes posible;
ademas, nos puede mostrar la identidad del patégeno asociado y asi, instaurar
un tratamiento antimicrobiano adecuado con prontitud. Por otro lado, saber a
gué microorganismos estan asociados a las patologias propias del paciente
antes de la infeccion nos ayudara a instaurar un tratamiento antimicrobiano
dirigido y temprano, incluso preventivo. Por dltimo, saber en qué momentos es
mas frecuente la aparicion de una neumonia adquirida en la comunidad (NAC)
y por qué, nos sitla un paso por delante de la enfermedad, dandonos la

oportunidad de proteger al paciente.

Los resultados de los estudios incluidos han aportado informacion relevante v,
por desgracia, de rabiosa actualidad en estos momentos de pandemia global
por la COVID-19, durante la cual mucho se ha hablado de las comorbilidades
relacionadas con la muerte de los pacientes infectados, la respuesta

inflamatoria desencadenada o del efecto que tendria el cambio de estacion a la



expansion del virus SARS-CoV-2. Los resultados estan recopilados en tres
articulos originales, publicados en revistas de amplia difusidn internacional en

el campo de la neumologia, con un factor de impacto global de 13,696 puntos.

Esta tesis supone una aportacién original desde el punto de vista clinico a la

busqueda de medidas eficaces en el tratamiento de pacientes con NAC.






Introducciodn

La via respiratoria estd expuesta continuamente a agentes ambientales y
microorganismos potencialmente patdégenos. EI epitelio ciliado, los
mucopolisacaridos y los macrofagos alveolares son capaces de destruir y
expulsar del espacio aéreo a los agentes patdégenos y evitar la progresion a
una invasion tisular. Cuando dichas medidas son superadas aparece una
infeccion que activa una serie de citocinas y marcadores inflamatorios, cuyo
objetivo es instaurar una respuesta inmunitaria que elimine al patégeno. Esta
reaccion no se limita Unicamente al pulmén, también existe una respuesta
sistémica que tendra repercusiones en el desarrollo del proceso, prondstico y

resultado final.

Una vez superados los preceptos de Henle-Koch-Loeffler, que exigen que un
patdbgeno sea aislado en cultivos puros del foco de infecciébn y que estos
mismos cultivos sean capaces de producir un cuadro similar al ser inoculados
en animales de experimentacion, la ciencia esta buscando nuevas definiciones
para los patégenos infecciosos encontrados en infecciones que expliquen que
es un “agente infeccioso”, para los nuevos como los virus o priones, pero
también para los clasicos como el neumococo. Los estudios, y también la
practica clinica diaria, nos ensefian que el paciente y sus circunstancias son
vitales para la instauraciéon de un determinado proceso infeccioso, para la
sintomatologia que presenta y sobre todo, para su evolucion. Y lo que en
principio seria una respuesta inmunitaria frente a una infeccion acaba
abarcando un espectro de manifestaciones que varian desde el cuadro mas

simple hasta el mas catastréfico que puede llevar incluso a la muerte.
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Caracteristicas propias del paciente como la edad, habitos toxicos o
enfermedades de base, pueden modificar la calidad y cantidad de esta
respuesta; pero, también el propio agente infeccioso puede determinarla con
factores intrinsecos como la presencia de una capsula, los lipopolisacaridos de
la pared celular, los factores de virulencia propios de cada especie, sus

componentes antigénicos, la velocidad infectiva o el quorum sensing.

A pesar de las variaciones en la incidencia de la NAC entre diferentes regiones
y estudios, su mayor prevalencia se encuentra en pacie ntes de 65 afios o mas,
pero también en aquellos con enfermedades cronicas concomitantes,

independientemente de la edad.

Conocer la respuesta del organismo ante los diferentes patdogenos es
fundamental para entender la evolucion de la enfermedad y poder modificar su
evolucion. Ademas, entender que enfermedades o habitos toxicos favorecen la
aparicion de determinados microorganismos es clave para instaurar medidas
profilacticas adecuadas, como pueden ser las vacunas, € iniciar prontamente

un tratamiento adecuado.

Ademas, el medio ambiente juega un papel importante, muchas veces ignorado
o asumido como “lo normal”, pero pocas veces estudiado en complejidad para
intentar explicar en qué consiste dicha “normalidad”. ;Por qué hay un aumento
de NAC cuando llega el frio? ¢Qué efecto puede tener la contaminacion

ambiental en la instauracion de una infeccion pulmonar? ¢O los rayos UVA?.

Es por ello que este compendio de articulos incide en la importancia del

paciente, del microorganismo causante y de su entorno, aportando una visién
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global de la enfermedad y mostrando como todos los factores interactian para

instaurar un proceso infeccioso.

Este compendio de articulos incluye:

1- Menéndez R, Sahuquillo-Arce JM, Reyes S, Martinez R, Polverino E, Cilloniz

C, Coérdoba JG, Montull B, Torres A. Cytokine activation patterns and
biomarkers are influenced by microorganisms in community-acquired

pneumonia. Chest. 2012 Jun;141(6):1537-1545. doi: 10.1378/chest.11-1446.

2- Sahuquillo-Arce JM, Menéndez R, Méndez R, Amara-Elori |, Zalacain R,
Capelastegui A, Aspa J, Borderias L, Martin-Villasclaras JJ, Bello S, Alfageme
I, de Castro FR, Rello J, Molinos L, Ruiz-Manzano J, Torres A. Age-related

risk factors for bacterial aetiology in community-acquired pneumonia.

Respirology. 2016 Nov;21(8):1472-1479. doi: 10.1111/resp.12851.

3- Sahuquillo-Arce JM, Ibafiez-Martinez E, Hernandez-Cabezas A, Ruiz-Gaitan
A, Falomir-Salcedo P, Menéndez R, LOpez-Hontangas JL. Influence of
environmental conditions and pollution on the incidence of Streptococcus
pneumoniae infections. ERJ Open Res. 2017 Dec 1;3(4). pii: 00014-2017.

doi: 10.1183/23120541.00014-2017. eCollection 2017 Oct.
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Justificacion y objetivos de los articulos

Estudio 1. Cytokine activation patterns and biomarkers are
influenced by microorganisms in community-acquired
pneumonia.

Justificacion y objetivos

El tracto respiratorio estd expuesto constantemente a agresiones a su
integridad por diversos microorganismos. Para prevenir las infecciones, existen
una serie de respuestas innatas — epitelio ciliar, macréfagos y neutréfilos
alveolares—que previenen la progresion de los microorganismos y el
establecimiento de un proceso infeccioso.>? Una vez superadas estas barreras,
se establece una respuesta inflamatoria destinada a eliminar a los patégenos
causantes del dafo tisular, y esta respuesta puede ser tanto local como
sistémica, estableciéndose una neumonia que es la principal causa de
mortalidad por infeccién en paises desarrollados.’*® La originalidad de este
trabajo radica en que hasta la publicacién de este articulo existian distintos
estudios en los que se observaban alteraciones variables en la produccion de
citocinas en los procesos infecciosos pulmonares, pero estos patrones no se
relacionaban con los microorganismos causantes ni con la gravedad de la
infeccion.® Nuestra hipétesis de trabajo era que las respuestas inflamatorias
desencadenadas durante un proceso infeccioso pulmonar estaban
condicionadas por el agente causante; ya que cada microorganismo posee
unas caracteristicas propias en cuanto a su composicion, sus factores de

virulencia y la forma de establecer dicho proceso infeccioso.
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Los objetivos de este estudio eran:

1. Investigar los patrones de respuesta inflamatoria sistémica de IL-1pB, IL-
6, IL-8, IL-10, TNF-a, procalcitonina (PCT) y proteina C reactiva (PCR).

2. Asociar dichos patrones a los microorganismos causantes y a la
gravedad de la infeccion.

3. Estudiar la utilidad de los niveles de los biomarcadores PCT y PCR para

el diagnéstico de bacteriemia.

Metodologia

La poblacion del estudio consisti6 en pacientes ingresados por presentar
Neumonia adquirida en la comunidad. Dicha poblacién fue definida en funcion
de sus caracteristicas (sexo, edad), enfermedades crénicas que presentaban
(diabetes, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal, enfermedad digestiva
cronica, cirrosis hepatica, enfermedad pulmonar obstructiva cronica y
enfermedad neuroldgica crénica), habitos toxicos (tabaco y alcohol), gravedad
de la infeccién en funcion de la escala de Fine, presencia y gravedad de la
sepsis, hipoxemia, necesidad de ventilacion mecanica, muerte, toma de
antimicrobianos antes de acudir al hospital y finalmente, por el microorganismo

causante de la infeccién.

Las citocinas fueron medidas en plasma obtenido al ingreso del paciente. Para
el diagnostico etioldgico se recogieron muestras respiratorias (esputo, lavado
broncoalveolar o aspirado traqueal) para su cultivo y para realizar técnicas de
biologia molecular para la deteccién de virus, liquidos organicos para cultivo
(sangre y liquido pleural), orina para la deteccion de antigenos urinarios, suero

para determinaciones de serologia de bacterias atipicas.
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Estudio 2: Age-related risk factors for bacterial aetiology in

community-acquired pneumonia.

Justificacién y Objetivos

La NAC es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad' en los
seres humanos y afectan a todos los grupos de edad, existiendo una mayor
incidencia en pacientes mayores de 65 afios, y especialmente, en pacientes

con comorbilidades asociadas.

La edad es un factor significativo y tiene mucho peso en la incidencia de las
infecciones pulmonares por diversos motivos. En primer lugar, los cambios
fisiologicos producidos por el envejecimiento del parénguima pulmonar
favorecen la retencién de aire y una reduccién o pérdida de efectividad del
aclaramiento mucociliar; a esto hay que asociarle una respuesta inmune con
una anergia fisiolégica relativa y, por Gltimo, la presencia de comorbilidades.*®
La originalidad de este trabajo radica en que hasta la fecha, existian estudios
en los que se asociaban la etiologia de la Neumonia adquirida en la comunidad
con la presencia de comorbilidades en pacientes mayores de 65 afios, pero no
existian estudios en los que se intentara relacionar estas comorbilidades con
etiologias especificas mas alla de las asociaciones descritas previamente de
Legionella pneumophila con el tabaco, o de Pseudomonas aeruginosa con la

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC).”®

Los objetivos de este estudio eran:

1- Ildentificar factores de riesgo para diferentes agentes infecciosos
bacterianos.

2- ldentificar factores de riesgo para cada grupo de edad.
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3- Estudiar la etiologia de las NAC en adultos menores de 65 afios ya que
la literatura cientifica especifica sobre este grupo de pacientes es

escasa.

Metodologia

En este estudio multicéntrico llevado a cabo en 13 hospitales espafioles, la
poblacién consistié en pacientes ingresados por presentar NAC.®° Los pacientes
fueron clasificados en funcion de sus caracteristicas (sexo, edad),
enfermedades crénicas que presentaban (diabetes, insuficiencia cardiaca,
insuficiencia renal, enfermedad digestiva crdnica, cirrosis hepatica, enfermedad
pulmonar obstructiva cronica y enfermedad neurolégica cronica), habitos
toxicos (tabaco y alcohol), gravedad de la infeccion al ingreso en funcion de su
PSI (Pneumonia Severity Index), y finalmente, por el microorganismo causante
de la infeccion. Ademas, los pacientes fueron divididos en tres grupos segun su

edad: jovenes adultos <45 afios, adultos entre 45 y 65 afos, y >65 afos.
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Estudio 3: Influence of environmental conditions and pollution
on the incidence of Streptococcus pneumoniae infections.

Justificacién y Objetivos

Streptococcus pneumoniae es el patdgeno bacteriano por excelencia a nivel
pulmonar, sin embargo, se encuentra colonizando a un alto porcentaje de
personas y las infecciones que produce presentan mucha variabilidad
estacional y geografica. La contaminacion ambiental por productos derivados
de la combustion de combustibles fésiles es un agente lesivo conocido a nivel
pulmonar® por lo que nuestra hipétesis de trabajo era que este tipo de agresion
sobre el tejido pulmonar deberia de tener un reflejo en la aparicion de NAC. Por
ello, elegimos S. pneumoniae como patégeno a estudiar ya que es frecuente y
disponiamos de abundantes datos. La originalidad de este estudio radica en
que hasta la fecha, no existian estudios en los que se intentara asociar la
incidencia en humanos de un patdégeno especifico con las condiciones

medioambientales.
Los objetivos de este estudio eran:

1- Analizar la influencia de las condiciones ambientales en la incidencia de
NAC por S. pneumoniae e infeccidbn neumocacica invasiva.
2- Analizar la influencia de la polucién en la incidencia de NAC por S.

pneumoniae e infeccion neumocadcica invasiva.
Metodologia

Para ello se estudié la incidencia de NAC por S. pneumoniae e infeccion

neumocaocica invasiva en pacientes residentes en el area sanitaria del Hospital
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Universitari i Politecnic La Fe durante dos afios y se cotejaron con las
condiciones ambientales (temperatura, humedad, radiacion solar y nivel de
ruido), con los niveles de gases atmosféricos (6xidos de nitrégeno, ozono,
diéxido de azufre y mondxido de carbono) y con los niveles de particulas (PM)
de 10 um, 2.5 um y 1 um de diametro (datos obtenidos del Servicio de Calidad,
Analisis Medioambiental y Contaminacion Acustica del Ayuntamiento de
Valencia). Los datos fueron agrupados por semanas Yy estudiados mediante

una regresion logistica linear.
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Resultados

El primer estudio nos permitié definir los patrones inflamatorios inducidos por
cada microorganismo (figura 1), y ver como estos pueden verse alterados en
funcién de la gravedad del cuadro producido y de la toma previa de antibioticos
(figuras 2 y 3). Con estos datos construimos un modelo multivariado de
distancias euclideas en el que las diferencias cualitativas de los patrones
inflamatorios son representadas como distancias en un mapa, siendo las NAC
por S. pneumoniae, Enterobacterias y L. pneumophila las que presentaban

patrones mas distintivos (Figuras 4A y 4B).

El segundo estudio nos permitié asociar patologias especfficas, grupos de edad
y habitos toéxicos a microorganismos concretos. Esto permite definir mejor
factores de riesgo individualizados, asi como un mejor abordaje diagnéstico y

terapéutico.

Po ultimo, el tercer estudio nos permiti6 cuantificar el efecto del medio
ambiente y de diversos gases toxicos derivados del uso de combustibles fésiles
en las NAC por S. pneumoniae e infeccion neumocadcica invasiva producidas
en el area de salud del Hospital Universitari i Politecnic La Fe de Valencia. Esto
nos ayudd a crear un modelo mateméatico que ponia de relieve los agentes
productores de efectos nocivos que facilitarian las infecciones por S.
pneumoniae. Este modelo podria ser comparado con modelos de otras
regiones para entender mejor las interacciones entre el efecto global del medio
ambiente, la polucién, los humanos y el poder patdégeno de S. pneumoniae. Asi
mismo, podria ayudar a construir modelos similares para otros
microorganismos.
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Figura 1. Patrones inflamatorios normalizados (A; relacion interna entre

marcadores inflamatorios de un mismo microorganismo)) y comparados (B;

relacion de los marcadores inflamatorios entre los distintos patégenos).
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Figura 2. Patrones inflamatorios comparados en pacientes
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Figura 3. Patrones inflamatorios comparados en pacientes con NAC con

etiologia conocida en funcién de la toma de antibioticos.
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Figura 4A. MultiDimensional Scaling en dos dimensiones de los patrones

inflamatorios de los diferentes microorganismos.
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Figura 4B. MultiDimensional Scaling en tres dimensiones de los patrones

inflamatorios de los diferentes microorganismos.
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Estudio 1. Cytokine activation patterns and biomarkers are
influenced by microorganisms in community-acquired

pneumonia.

Se incluyeron 685 pacientes y en 295 (43%) se llegd a un diagndstico causal:
118 S. pneumoniae (17.2%), 24 L. pneumophila (3.5%), 18 Pseudomonas
aeruginosa (2.6%), 14 Haemophilus influenzae (2%), 13 Staphylococcus
aureus (1.9%), 13 M. pneumoniae (1.9%), 13 Enterobacteriaceae (1.9%), 12
virus (1.8%) (incluidos 9 virus de la gripe) , 8 C. burnetii (1.2%), tres C.
pneumoniae (0.4%) y 35 infecciones mixtas (5%). Los grupos etiolégicos fueron
390 sin causa (56.9%), 134 cocos Gram positivo (CGP) (19.6%), 69 bacilo
Gram negativo (GNB) (10.1%), 24 bacterias atipicas (3.5%) y 12 virus (1.8%)

(tablal).

Se encontr0 bacteriemia en 48 casos (7%): 36 S. pneumoniae, siete
Enterobacteriaceae, tres H. influenzae, cuatro S. aureus, tres P. aeruginosa, un
Streptococcus pyogenes y un Acinetobacter baumannii. Seis de los casos

fueron infecciones mixtas por varias bacterias, principalmente S. pneumoniae.
PCRy PCT

Los pacientes con un diagnéstico etiolégico mostraron una mayor PCR y PCT
en comparacion con los que no lo tenian, y los niveles mas altos se
encontraron en aquellos con bacteriemia. El valor diagnodstico de PCT (20,36)
para predecir la bacteriemia fue el siguiente: sensibilidad del 85%, especificidad

del 42% y valor predictivo negativo (VPN) del 98%.
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Los niveles mas altos de PCR y PCT se encontraron en la NAC causada por L.
pneumophila, Enterobacteriaceae y S. pneumoniae. PCT también estaba
elevada en S. aureus. La PCR y la PCT fueron méas altas en la sepsis en
aquellos con GPC y GNB en comparacién con aquellos con causa desconocida
y, después de la estratificacion en funcion de hipoxemia o ventilacion

mecanica, las medianas fueron mas altas en el GNB.

Citocinas

Los pacientes con un diagnéstico etiolégico presentaron una IL-6 mas alta que
los que no lo tenian, mientras que aquellos con bacteriemia mostraron la IL-6 y
el TNF-a mas altos (Tabla 2). Los microorganismos causales exhibieron
diferentes patrones de citoquinas (Figura 1): L. pneumophila y S. aureus
presentaron los TNF-a mas elevados, y el primero también tenia una IL-6
elevada; Las enterobacterias tuvieron mayor IL-8, mientras que las NAC por el
virus de la influenza mostraron mayor IL-10 (en comparacion con las bacterias,
p=0.03) y un menor TNF-a (Tabla 3). Con respecto al estado de sepsis, la IL-6
fue mayor en la sepsis grave en aquellos con GPC y GNB en comparacion con
aguellos con causa desconocida (tabla 4). En los pacientes estratificados por
hipoxemia y ventilacion mecanica, los pacientes con GPC y GNB tuvieron
mayor IL-6 (e IL-8 en GNB) en comparacion con los de causa desconocida

(tabla 5).

Antibidticos previos y marcadores inflamatorios.

Doscientos treinta y tres pacientes (34%) habian recibido antibioticos antes del
ingreso (Tabla 6) y tenian los niveles mas bajos de PCT (p = 0.01), IL-6 (p =

0.03) e IL-10 (p = 0.01), y mas altos de IL- 8 (p=0.05). La PCT fue mayor en
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aguellos con causa conocida que no tomaron antibiéticos previamente en

comparacién con los que lo hicieron (p=0.02).

Modelo multivariado de distancia euclidea

Las diferencias estadisticas entre citoquinas Yy biomarcadores en
microorganismos convertidos en distancias en un espacio euclideo
bidimensional se muestran en la Figura 2. Encontramos tres microorganismos
con distancias mayores: L. pneumophila, S. pneumoniae y Enterobacteriaceae;
un grupo cercano de bacterias (S. aureus, M. pneumoniae, C. pneumoniae, P.
aeruginosa, C. burnetii y H. influenza, junto con el virus Influenza); y un tercer

grupo cercano a este Ultimo grupo, NAC de causa desconocida.
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Tabla 1. Datos demograficos, comorbilidades, Clasificacion de Fine vy
mortalidad segun etiologia.
Sin etiologia Cosgzit(i;vr :m Baﬁ!;;?vr:m Atipicas Virus
n(%) (n=390) (n=134) (n=69) (n=24) (n=12)
Sexo (H/M) 252/138 (64,6/35,4) 78/56 (58,2/41,8) 54/15 (78,3/21,7) (58'13‘,‘/ ifj) 9/3 (75/25)
Edad media 67,2 +17,2 66,6 +17,8 68,8 +13,9 53,9 +22,3 62,1 +16,9
Diabetes 77 (19,8) 29 (21,8) 9 (13) 1(4,2) 2 (16,7)
Insuficiancia Cardiaca 77 (19,8) 21 (15,7) 16 (23,5) 3(13) 1(8,3)
Insuficiencia Renal Crdnica 22 (5,6) 5(3,7) 5(7,2) 14,2) 0 (0)
Enfermedad Tracto dgestivo 58 (14,9) 32 (23,9) 17 (24,6) 5 (20,8) 1(8,3)
Cirrosis 11 (2,8) 5(3,7) 3(4,3) 1(4,2) 1(8,3)
EPOC 80 (20,5) 20 (14,9) 22 (31,9) 3(12,5) 0 (0)
Enfermedad Neurolégica 87 (22,4) 28 (21,1) 17 (24,6) 1@4,2) 1(8,3)
Tabaquismo 75 (19,3) 36 (27,1) 26 (37,7) 9 (37,5) 5 (41,7)
Consumo de alcohol 27 (7) 17 (12,8) 9 (13) 2 (8,3) 1(8,3)
Fine I-1Il 194 (49,7) 70 (52,2) 27 (39,1) 17 (70,8) 11 (91,7)
Fine IV-V 196 (50,3) 64 (47,8) 42 (60,9) 7(29,2) 1(8,3)
SIRS 267 (68,5) 96 (71,6) 53 (76,8) 13 (54,2) 7 (58,3)
Shock 41 (10,5) 17 (12,8) 8 (11,6) 5 (20, 8) 1(8,3)
Shock Grave 7(2,7) 8(8,2) 6 (11,5) 0 (0) 0 (0)
Disfuncion Renal (Creat>1,4) 53 (13,7) 20 (14,9) 12 (17,6) 0 (0) 1(8,3)
Hipox emia 151 (42,1) 66 (52) 35 (52,2) 1(4,3) 5 (45,5)
Ventilacion Mecanica 14 (3,6) 11 (8,2) 11 (15,9) 14,2) 0(0)
Muerte 19 (4,9) 6 (4,5) 10 (14,5) 0 (0) 0 (0)
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Tabla 2. Resultados de PCR, PCT and Citocinas segun la presencia de un

agente etioldgico o bacteriemia.

Etiologia Bacteriemia
no (n=390) yes (n=295) P value no (n=527) yes (n=48) P value
PCR, mg/dL 13,7 (6,95-21,85)  18,1(9,7-27,3)  <0,0001 16,1 (8,8-24,1) 23,3 (14,9-35,1) 0,002 °
PCT, ng/mL 0,37 (0,15-1,56) 0,86 (0,27-4,12)  <0,00001 0,51 (0,18-2,24) 4,54 (0,49-11,16) <0,00001 "
TNFa, pg/mL 25 (15-41) 27 (15-48) NS* 26 (15-45) 30,5 (18-67) 0,04 °
IL-1, pg/mL 15 (3-33) 16 (4-32) NS 16 (4-33) 16,5 (3-33) NS
IL-6, pg/mL 71 (25-175) 105 (42-300) <0,0001 95 (34-235) 192 (79,5-568,5) 0,004 °
IL-10, pg/mL 5 (0-15) 6 (0-19) NS 5 (0-17) 12 (1-38,5) NS
IL-8, pg/mL 8 (2-17) 9 (3-22) NS 10 (3-20) 5 (2-30,5) NS
*NS; no significativo
® Area bajo al curva (AUC) 0,7 (0,6-0,8); p<0,001
® AUC 0,7 (0,6-0,8); p<0,0001
° AUC 0,6 (0,5-0,7); p=0,03
4 AUC 0,7 (0,6-0,7); p<0,001
Tabla 3. Resultados de PCR, PCT y Citocinas segun el agente etioldgico
PCR, mg/dL PCT, ng/mL TNFa, pg/mL IL-1, pg/mL IL-6, pg/mL IL-10, pg/mL IL-8, pg/mL
Sin e“o'og""gnzsgo) 13,7 (6,95-21,9) 0,37 (0,15-156) 25 (15-41) 15 (3-33) 71 (25-175) 5 (0-15) 8 (2-17)
Grampositivo _
S, p“eu(fgg;'lagﬁ 19,85 (10,3-28,4) 1,71 (0,48-7,37) 27 (16-47) 16 (4-30) 144 (38-305) 7 (0-21) 6 (2-19)
S: ?zr:el‘f) 16,4 (5,6-24.8) 1,37 (0,3-7,86) 40,5 (22-489) 22(0-47,5)  125(63-2045)  7,5(0-32,5) 10 (3,5-16.,5)
Gramnegativo
L. p”e“m(?gg'f)‘ 24,9 (21,3-33,5) 0,71 (0,5-3,15) 49 (40-72) 19 (5-35) 202 (69-1548) 3(0-12) 16 (11-35)
: i“f'“(f]”:zli‘i 12,5(2,7-174)  0,36(0,2151,37)  19,5(11-335) 17,5 (0-37) 63,5 (6-155) 7,5 (6-35,5) 5(1-9)
P. aer“?ri]r;‘i%a)‘ 10 (7,4-13,9) 0,44 (0,14-062) 23 (15-42) 16 (4-29) 105 (22-223) 6 (3-12) 12 (8-20)
Ememb?ﬁielré‘;‘ 201(12,6-3L5) 1,59 (0,56-899)  145(11,5-68)  20(8,5-41)  168,5(58-339,5)  6(0-255  54,5(13,5-79,5)
Bacterias atipicas
M. p“e““ggg'g; 13,9 (7,6-246) 0,34 (0,1-0,62)  27,5(15-128) 23 (4-54) 77 (28-98) 4(0-14) 17,5 (7-24)
C. p”e“m(on”g‘; 19 (0,2-24,3) 0,23 (0,1-0,36) 36 (23-39) 31 (22-35) 26 (8-59) 17 (10-23) 1(0-12)
c. b“(rr:‘fg)i 945 (5,5-253) 0,13 (0,09-0,19) 22(21-38)  17(6,5-305)  41,5(25-1225)  25(0,5-19 17 (8,5-24)
Virus .
'”f'“enziﬁ;;f) 15,4 (12-21,6) 0,36 (0,09-047) 11,5 (8-22) 10 (2-18) 129 (39-405) 24,5 (18-33) 7 (3-16)
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Tabla 4. Biomarcadores y citocinas segun agente etiolégico y estado de sepsis.

Biomarcadores y Sepsis Sin etiologia Grampositivos Gramnegativos  Atipicas Virus p
CRP

No sepsis 13.5 (6—20) 17.6 (5.1-30.2) 13.8(9.8-23.7) 12.7(7.6-19.1) 4.9 (0.7-12.9) NS

Sepsis 12 (6.5-22.7) 20.3(12.2-28.2) 18.5(12.6-24.9) 13.8(7.5-24.3) 12(8.9-29.5) <.05

Sepsis grave/shock 15.5(8.4-23.4) 20 (11.1-28.1) 23.5(10-32.8) 11.3 (4-33.6) 17.8 (14-21.6) NS
PCT

No sepsis 0.2 (0.1-0.6) 0.7 (0.2-4.5) 0.3(0.1-1.1) 0.2 (0.1-0.3) 0.3 (0.2-0.4) .004

Sepsis 0.3(0.1-1.2) 1.9(0.7-4.1) 0.6 (0.4-2.8) 0.2 (0.1-0.5) 0.1 (0.1-0.5) <.0001

Sepsis grave/shock 0.8 (0.3-2.7) 2.4 (0.8-9.1) 0.7 (0.4-6) 0.2 (0.2-0.6) 1.2 (0.2-2.2) 2
TNF-a

No sepsis 23 (13-41) 35 (18-48) 20 (11-58) 23 (21-35) 26.5(18-35.5) NS

Sepsis 24 (14-34.5) 29 (18-43) 37 (13-52) 26.5 (21-39) 8 (8-13) NS

Sepsis grave/shock 29 (18-45) 26 (16-48) 37 (17-72) 40 (36-128) 18.5 (10-27) NS
IL-1

No sepsis 10 (3-27) 14 (3-34) 12 (4-46) 33 (5-50) 14 (9-18) NS

Sepsis 17 (4-35) 6.5 (2-19) 22 (3-29) 15.5 (4-26) 2 (0-7) NS

Sepsis grave/shock 17 (2-37) 18 (5-35) 17.5 (6-36) 22 (9-24) 15.5(13-18) NS
IL- 6

No sepsis 66 (23-146) 97 (29-225) 71 (22-144) 275 (17-77) 545 (21-137.5) NS

Sepsis 65.5 (24.5-165.5) 185 (92-380) 79 (22-324) 49.5 (39-79) 39 (30-1549) 005

Sepsis grave/shock 93 (30-273) 150 (47-253) 197 (69-1.288) 166 (77-460) 235.5 (66-405) NS
IL-10

No sepsis 3 (0-9) 2 (0-16) 6 (0-9) 7.5 (1-14) 12 (1-28) NS

Sepsis 5(0-12) 2.5 (0-14) 4 (0-15) 1 (0-15) 18 (0-27) NS

Sepsis grave/shock 8.5 (0-22) 13 (1-31) 6.5 (0-19) 9 (3-14) 29 (22-36) NS
IL-8

No sepsis 10 (4-18) 10 (5-22) 16 (12-35) 16.5 (10-23) 2 (0-4) 006

Sepsis 7 (2-15) 7 (3-18) 10 (4-34) 11 (5-19) 5 (3-16) NS

Sepsis grave/shock 6 (2-19) 5 (2-16) 14 (5-61) 13 (1-27) 24 (9-39) NS

28



Tabla 5. Compacién de los principales grupos de patégenos Yy puntos de corte

diagnésticos.

Bacteria vs. Bacteria vs. Gramnegativo vs. Gramnegativo vs. Legionella vs.
Atipicas Virus Grampositivo Atipicas S. pneumoniae
PCR NS* NS NS NS 24,9 vs 19,9° (p=0,01)
PCT 1,12 vs 0,19%(p<0,0001) 1,12 vs 0,2°(p=0,003) 0,62 vs 1,67 (p=0,02) 0,62 vs 0,19 (p=0,002) NS
TNFa NS 29 vs 14° (p=0,03) NS NS 49 vs 27" (p=0,0002)
IL-6 144 vs 43° (p=0,01) NS NS 116 vs 43 (p=0,04) NS
IL-8 NS NS 13 vs 6,5 (p=0,003) NS 16 vs 69 (p=0,003)

*NS; no significativo

a; PCT <0,5 mg/dL como punto de corte para comparar Bacteria vs, Atipicas: S 81%, E 68%, VPP 22% and VPN 97%

b; IL-6 <100 pg/mL como punto de corte para comparar Bacteria vs, Atipicas: S 81%, E56%, VPP 17% and VPN 96%

c; PCT <0,5mg/dL como punto de corte para comparar Bacteria vs, virus: S 89%, E 68%, VPP12% and VPN 99%,

d; TNFa <27 pg/mL como punto de corte paracomparar Virus vs, Bacteria: S 78%, E51%, VPP 7% and VPN 98%

e; PCR 222 mg/dL como punto de corte para comparar L. pneumophila vs. S. pneumoniae: S 70%, E 59%, VPP 27% and VPN

90%

f; TNFa 230 pg/mL como punto de corte para comparar L. pneumophilavs. S. pneumoniae: S 88%, E57%, VPP 39% and VPN

94%

g; IL-8 215 pg/mL como punto de corte paracomparar L. pneumophilavs. S. pneumoniae: S 57%, E 69%, VPP 27% and VPN

89%

Tabla 6. Efecto del tratamiento antimicrobiano previo

Tratamiento antimicrobiano previo

no
Diagnostico etiolégico

si

Diagnostico etioldgico

no (n=256) si (n=196) p no (n=134) si (n=99) p
PCR mg/dL 13.5(7-21.6) 19.1 (10-28.3)  <0.0001 15.3 (6.4-22,7) 17 (8.7-26) NS
PCT ng/mL 0.41 (0.16-1.86) 1.11(0.3-5.28) <0.0001 0.32 (0.14-0.9) 0.54(0.2-2.28) 0.017
TNFa pg/mL 26 (16-40) 29 (15-49) NS 23 (15-44) 24 (14-44) NS
IL-1 pg/mL 16 (3-34) 15 (4-30) NS 13.5 (4-31) 19 (3-35) NS
IL-6 pg/mL 81 (25-197) 122 (43352)  <0.001 60 (24-149) 79 (29-235)  0.036
IL-10 pg/mL 6 (0-19) 8 (0-23) NS 3(0-9) 3(0-13) NS
IL-8 pg/mL 7 (2-16) 6.5 (2-21) NS 10 (5-19) 12 (5-24) NS

*NS; no significativo
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Estudio 2: Age-elated risk factors for bacterial aetiology in
community-acquired pneumonia.

Pacientes

De la cohorte de 4304 pacientes, 2807 (65.2%) eran hombres y 1497 (34.8%)
eran mujeres. Las caracteristicas de la poblacion en relacion con la edad
mostraron que las enfermedades cardiovasculares, renales y neuroldgicas, y la
diabetes melitus (DM) fueron mas frecuentes en los pacientes ancianos junto
con un PSI inicial mas elevado. El tabaquismo y el abuso del alcohol fueron
mayores entre los pacientes menores de 65 afios. Los adultos mayores
tuvieron una mayor proporcion de hombres, pacientes institucionalizados, y
mayores tasas de vacunacion, pero se a este grupo se le realizaron menos

procedimientos de diagndstico.
Etiologia
Se encontrd etiologia bacteriana en 1522 pacientes (35,4%):

933 (21.7%) S. pneumoniae, 110 (2.6%) L. pneumophila, 50 (1.2%) P.
aeruginosa, 42 (0.98%) H. influenzae, 41 (0.95%) S. aureus, 51 (1.2%) M.
pneumoniae, 31 (0.7%) Enterobacteriaceae, 51 (1.2%) C. burnetii, 50 (1,2%) C.
pneumoniae, 9 (0,2%) C. psittaci y 71 (1,6%) infecciones mixtas (66% de ellas
eran combinaciones de S. pneumoniae mas otro patdgeno, siendo las bacterias

atipicas los microorganismos mas frecuentemente asociados).

Un mayor porcentaje de etiologia desconocida y P. aeruginosa se encontré en
los adultos mayores. Los adultos jévenes tuvieron un mayor porcentaje de C.

burnetii y M. pneumoniae, mientras que L. pneumophila fue mas frecuente en
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adultos. Los pacientes con etiologia desconocida fueron sometidos a menos

pruebas de diagnéstico.
Etiologia por comorbilidades.
Analisis univariado

Se compararon los porcentajes de microorganismos causales entre pacientes
con o sin la comorbilidad en cada grupo de edad mediante las pruebas de X* y
Test de Fisher, mostrando que la distribucion de los agentes etiolégicos variaba

segun el grupo de edad y las comorbilidades:

e S.pneumoniae fue significativamente mayor en adultos jovenes con DM.

S. aureus fue mayor entre adultos y adultos jovenes con DM.

H. influenzae fue mayor en adultos con EPOC y en adultos mayores con

enfermedad hepatica.

P. aeruginosa fue mayor en personas mayores con EPOC

Enterobacteriaceae fue mayor en aquellos con enfermedad hepatica.
Analisis de regresion logistica multivariante
Ide ntificamos factores de riesgo segun el grupo de edad y sus comorbilidades:

e Entre los adultos jovenes, la enfermedad renal fue un factor de riesgo
para M. pneumoniae yla DM fue un factor de riesgo para S. aureus.

e En adultos, la EPOC fue un factor de riesgo para H. influenzae, la DM
fue un factor de riesgo para cocos Gram positivo (S. pneumoniae y S.
aureus), y la residencia en hogares de ancianos fue un factor de riesgo

para S. aureus e infecciones mixtas.
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e En las personas mayores, la EPOC fue un factor de riesgo para S.
aureus y P. aeruginosa, los trastornos neuroldégicos fueron un factor de
riesgo para S. aureus, Yy la enfermedad hepéatica fue un factor de riesgo

para H. influenzae y Enterobacteriaceae.

Tabaquismo y abuso del alcohol

Fumar fue un factor de riesgo independiente para L. pneumophila en todos los
grupos de edad, para C. burnetii en adultos jovenes y para infecciones mixtas
en adultos. El abuso del alcohol fue un factor de riesgo para S. pneumoniae en
adultos jovenes. Ademas, el abuso del alcohol fue un factor de riesgo para C.

burnetii e infecciones mixtas en personas mayores.
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Tabla 1. Caracteristicas demograficas, comorbilidades, PSI inicial y pruebas

diagndsticas por grupos de edad, n (%).

<45 45-64 >=65 p
Sexo
hombre 370 (58,1) 616 (67,2) 1819 (66,2) < 0,001
Mujer 267 (41,9) 300 (32,8) 928 (33,8)
Tabaco
no 285 (44,7) 268(29,3) 1262 (45,9)
si 285 (44,7) 378 (41,3) 248 (9,0) < 0,001
ex 67 (10,5) 270 (29,5) 1237 (45,0)
Alcohol
no 541(84,9) 660 (72,1) 2397 (87,3) < 0,001
si 91 (14,3) 194 (21,2) 182 (6,6) < 0,001
ex 5(0,8) 62 (6,8) 168 (6,1) < 0,001
Residencia 8(1,3) 17 (1,9 208 (7,6) < 0,001
Vacunacion
S. pneumoniae 8 (1,3) 42 (5,1) 373 (16,8) < 0,001
Influenza virus 43 (7,1) 189 (23,2) 1615(71,5) < 0,001
Comomorbilidades
Diabetes mellitus 19 (3,0) 183 (20,0) 729 (26,6) < 0,001
Enf. hepética 20 (3,1) 61 (6,7) 84 (3,1) < 0,001
Enf. cardiovascular 9(1,4) 62 (6,8) 564 (20,5) < 0,001
Enf. Renal 8 (1,3) 37 (4,0) 250 (9,1) < 0,001
Enf. Neurolégica 18 (2,8) 39 (4,3) 440 (16,0) < 0,001
EPOC 11 (1,7) 162 (17,7) 863 (31,4) < 0,001
PSI
I-1I 606 (95,1) 687 (75,0) 929 (33,8) < 0,001
v-v 31(4,9) 229 (25,0) 1818 (66,2)
Pruebas diagnésticas
Cultivo de esputo 260 (40,8) 438 (47,8) 1112 (40,5) < 0,001
Hemocultivo 437 (68,6) 620 (67,7) 1611 (58,6) < 0,001
Cultivo de liquido pleural 90 (14,1) 89 (9,7) 101 (3,7) < 0,001
Cultivo de BAS 49 (7,7) 99 (10,8) 138 (5,0) < 0,001
Cultivo de BAL 25 (3,9) 49 (5,3) 39 (1,4) <0,001
Cultivo de cepillo bronquial 18 (2,8) 14 (1,5) 28 (1,0) 0,002
PAAF 3(0,5) 9 (1,0) 11 (0,4) 0,1
Serologia 342 (53,7) 449 (49,0) 1185 (43,1) < 0,001
S. pneumoniae ag urinario 589 (92,5) 849 (92,7) 2380 (86,6) < 0,001
L. pneumophila ag urinario 588 (92,3) 851 (92,9) 2361 (85,9) < 0,001
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Tabla 2. Etiologia por grupos de edad n(%)

<45 45-64 >=65 p
Desconocida 355 (55,7) 553 (60,4) 1870 (68,1) <0,001
Grampositivos
S. pneumoniae 153 (24,0) 212 (23,1) 568(20,7) 0,09
S. aureus 3(0,5) 14 (1,5) 24 (0,9 0,08
Gramnegativos
P. aeruginosa 2(0,3) 6 (0,7) 42 (1,5 0,01
H. influenzae 4 (0,6) 12 (1,3) 2609 04
Enterobacteriaceae 3(0,5) 3(0,3) 25(0,9 01
Bacterias atipicas
L. pneumophila 17 (2,7) 51 (5,6) 42 (1,5) <0,001
C. pneumoniae 10 (1,6) 7 (0,8) 33(1,2) 03
C. burnetii 22 (3,5) 14 (1,5) 15 (0,5) <0,001
M. pneumoniae 35 (5,5) 7(0,8) 9(0,3) <0,001
C. psittaci 2(0,3) 2(0,2) 50,2 0,8
Infection mixta 13 (2,0) 18 (2,0) 40(1,5) 04




Tabla 3. Pruebas diagnosticas realizadas por grupo de edad

<45

45-64

>=65

Etiologia conocida

si no

Etiologia conocida

Etiologia conocida

p si no p si no p

Cultivo de esputo 126 (44,7) 134 (37,7) 0,06 195 (53,7) 243 (43,9) 0,004 434 (49,5) 678(36,3) <0,001
Hemocultivo 206 (73,0) 231(65,1) 0,03 278 (76,6) 342 (61,8) <0,001 591 (67,4) 1020 (54,5) <0,001
Cultivo de liquido pleural 49 (17,4) 41(115) 0,04 40 (11,0) 49 (8,9) 0,3 45 (5,1) 56 (3,0) 0,006
Cultivo de BAS 22 (7,8) 27 (7,6) 0,9 48 (13,2) 51(9,2) 0,06 56 (6,4) 82 (4,4) 0,03
Cultivo de BAL 7(2,5) 18 (5,1) 0,09 21 (5,8) 28 (5,1) 0,6 19 (2,2) 20(1,2) 0,02
Cultivo de cepillo bronquial 10 (3,5) 8 (2,3) 0,3 5(1,4) 9(1,6) 0,8 16 (1,8) 12 (0,6) 0,004
PAAF 0(0,0) 3(0,8) 0,3 2(0,6) 7(1,3) 0,5 6 (0,7) 5(0,3) 0,1
Serologia 178 (63,1) 164 (46,2) <0,001 214 (59,0) 235(42,5) <0,001 443 (50,5) 742(39,7) <0,001
S. pneumoniae ag urinario 273 (96,8) 316 (89,0) <0,001 346 (95,3) 503(91,00 0,01 836 (95,3) 1544 (82,6) <0,001
L. pneumophila ag urinario 273 (96,8) 315(88,7) <0,001 348 (95,9) 503(91,0) 0,005 832 (94,9) 1529(81,8) <0,001




Tabla 4. Etiologia (%) en funcidén de la edad y las comorbilidades

Diabetes mellitus Enf. Hepética Enf. Cardiovascular Enf. Renal Enf. Neurolégica EPOC
<45 45-64 >=65 <45 45-64 >=65 <45 45-64 >=65 <45 45-64 >=65 <45 45-64 >=65 <45 45-64 >=65
Desconocida 42 53,04 70,5 60 59 548* 56 67,7 722t 38 649 728 67 66,7 69,1 - 61,7 66,9
Grampositivos
S.pneumoniae 42 295t 189 25 295 26,2 33 194 16,1* 25 135 164 22 205 19,1 - 259 19,8
S.aureus 53 337 1 - 16 24 - 3,2 0,9 - - 1,2 - 2,6 1,6 - 06 15°¢
Gramnegativos
P.aeruginosa - 0,5 14 - - 1,2 - - 1,8 - 2,7 1,2 - - 14 - 12 27¢
H .influenzae - 11 1 - 16 481t - 1,6 1,2 - 2,7 0,4 - 2,6 0,7 - 311 1
Enterobacteriaceae - 0,5 1,2 - - 361 - 1,6 0,4 - - 0,4 - - 1,1 - - 0,9
Bacterias atipicas
L. pneumophila - 4.4 18 - 33 24 - 1,6 14 13 81 24 - - 14 - 3,7 1,2
C.pneumoniae - - 1,1 - - 1,2 - - 0,5 - - 1,2 - - 11 - 0,6 0,9
C.bumetii - 2,7 0,5 - 1,6 - - - 0,4 - - - - - 0,5 - - 0,3
M. pneumoniae - 1,1 0,1 5 - - - - 0,2 25 - - 56 2,6 0,2 - 0,6 0,1
C. psittaci - - 0,1 - - - - - 0,5 - - 0,4 - 2,6 0,2 - - 0,1
Infection mixta - 2,2 0,8 5 3,3 1,2 - 1,6 2,1 - 54 2 - - 1,6 - 1,2 19

*Significativamente inferior o tsuperior que en pacientes sin comorbilidad (p < 0.05)
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Tabla 5. Modelos de regresion multiple para predecir el microorganismo causal

en funcion de las comorbilidades y grupo de edad.

45-65 >65
p OR (95% IC) p OR (95% IC) p
Grampositivos
S. pneumoniae
Alcohol 1,69 (1,05-2,74) 0,03
Diabetes mellitus 1,52 (1,06-2,19) 0,02
Enf. Cardiovascular 0,69 (0,54-0,88) 0,003
S. aureus
Diabetes mellitus 17,11 (1,48-197,45) 0,02 3,04 (1,03-897) 0,04
Residencia 9,69 (1,95-48,20) 0,01
Enf. Neurologica 2,43 (0,99-5,94) 0,05
EPOC 2,80 (1,24-6,30) 0,01
Gramnegativos
P.aeruginosa
EPOC 2,69 (1,46-497) 0,002
H. influenzae
EPOC 3,39 (1,06-10,83) 0,04
Enf. Hepatica 5,99 (2,02-17,78) 0,001
Enterobacteriaceae
Enf. Hepética 4,44 (1,30-15,12) 0,02
Bacterias atipicas
L. pneumophila
Tabaco 6,01 (1,71-21,12) 0,01 2,31(1,30-412) 0 5,29 (2,75-10,19) <0,0001
M.pneumoniae
Enf. Hepatica 6,02 (1,17-30,98) 0,03
C. burnetii
Tabaco 2,74 (1,10-6,81) 0,03
Alcohol 5,21 (1,64-16,51) 0,005
Infeccion mixta
Tabaco 4,09 (1,43-11,75) 0,01
Residencia 9,31 (1,86-46,55) 0,01
Alcohol 2,53 (1,05-6,11) 0,04




Estudio 3: Influence of environmental conditions and pollution
on the incidence of Streptococcus pneumoniae infections.

Se incluyeron 619 NAC neumocécicas (58.8% hombres, 41.2% mujeres) de las
cuales 117 (18.9%) fueron invasivas (59.2% hombres, 40.8% mujeres). La
edad present6 una distribucién bimodal con dos maximos locales a los 0 afios y
65 afios. En pacientes adultos, las comorbilidades fueron enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (33,9%), enfermedad cardiovascular cronica (22,0%),
insuficiencia renal cronica (11,7%), diabetes melitus (21,8%), cirrosis (2,3%) y
enfermedad neurolégica cronica (25,5%). Un 9,6% de los pacientes fueron

fumadores y un 2,5% consumidores de alcohol.

Se observd un patron estacional con una mayor incidencia de enfermedad en
invierno, cuando las temperaturas son menores y se consume mas combustible
fosil, mientras que la menor incidencia fue en verano (prueba ANOVA, p

<0,001).

Este estudio encontré que los niveles de SO,, NOy, NO2, NO y CO tenian una
relacion positiva significativa con el ndmero de NAC neumocdcicas en el
analisis univariado, mientras que la temperatura, la radiacién solar, la humedad
relativa, PM2.5, PM1, PM10 y Oz mostraron una relacién negativa. En cuanto a
las infecciones neumocdcicas invasivas, solo los niveles de SO,, el NOy y el
NO mostraron una relacion positiva significativa, mientras que la temperatura y

la radiacién solar presentaron una relacion negativa (Tabla 1).

El modelo multivariado que mejor se ajustd a los datos para la infeccion
neumocadcica incluyd la temperatura, SO,, NO y la humedad relativa, y fue

capaz de explicar el 61% de la variaciéon observada (R*=0.61; estadistico F p
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<0.001). Para la infeccion invasiva, sélo se incluyeron la temperatura y el SO,

(R*=0.17; F estadistica p <0.001) (Tabla 1). Vale la pena mencionar que

aunque el modelo para la infeccién invasiva fue significativo, el SO, tuvo un

intervalo de confianza del 95% que apenas sobrepaso el cero, probablemente

debido a la escasez de datos.

Tabla 1. Modelos matematicos

Univariado

Infecciéon neumocécica

Infecciéon neumocécica invasiva

Coeficiente (95% CI)

p

Coeficiente (95% CI) p

SO,

CO

O3

NOy

NO

NO,

PM1

PM2.5

PM10

humedad

Ta

Radiacién
Multivariado

1.411 (0.940-1.881)
9.303 (0.956-17.651)
-0.080 (-0.115--0.044)

0.103 (0.078-0.127)

0.261 (0.198-0.323)

0.208 (0.152-0.265)
-0.146 (-0.247--0.045)
-0.122 (-0.200--0.044)
-0.121 (-0.201--0.040)
-0.119 (-0.189--0.050)
-0.456 (-0.546--0.367)
-0.029 (-0.039--0.019)

<0.0001
0.03
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.005
0.002
0.004
0.001
<0.0001
<0.0001

0.243 (0.088-0.398) 0.002

0.009 (0.0003-0.018)  0.04
0.025 (0.002-0.048)  0.04

-0.073 (-0.108--0.038) <0.0001
-0.004 (-0.008--0.001) 0.008

SO,

Ta
humedad
NO
Constante

0.732 (0.342-1.121)
-0.196 (-0.326--0.065)
-0.054 (-0.105--0.002)

0.139 (0.065-0.212)
9.419 (5.401-13.437)

0.0003
0.003
0.04
0.0003
<0.0001

0.158 (-0.005-0.322)  0.058
-0.052 (-0.090--0.014) 0.008

1.726 (0.738-2.713)  0.0008
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Discusion

Estudio 1: Cytokine activation patterns and biomarkers are
influenced by microorganisms in community-acquired

pneumonia.

El estudio de los perfiles inflamatorios en NAC puede aportarnos un mejor
conocimiento de las interacciones entre paciente y microorganismo, y puede
ser Util para el diagnostico etiologico. La capacidad diagndstica en NAC de
PCT, PCR y en menor grado las citocinas fueron estudiadas en este

trabajo.>"1°

Interesantemente, los biomarcadores junto con IL-6 fueron
significativamente mas bajos cuando no se encontrd la causa etiolégica de la
NAC, incluso considerando el estado de sepsis; esto podria reflejar una carga
menor de patdgenos 0 una menor virulencia. Por otro lado, los biomarcadores y
la IL-6 estaban significativamente méas elevados, indicando una mayor
diseminacién de la infeccion,!' lo que podria ser til para detectar antes
pacientes con mayor riesgo de infeccién grave.”*? Miiller et al'? encontraron
que una PCT >0.25 ng/mL permitié una reduccion del 37% en la toma de
hemocultivos, con una alta especificidad. Nosotros elegimos un punto de corte

ligeramente mas alto (0.36 ng/mL) con un alto VPN porque un valor mas bajo

podria incluir NAC por bacterias atipicas y NAC sin agente etioldgico detectado.

El papel de las citocinas para predecir bacteriemia es menos conocido.
Nosotros encontramos que una IL-6 mayor de 150 pg/mL tenia un excelente
VPN (96%). A pesar del interés en conocer la influencia de los micoorganismos

para desencadenar diferentes patrones inflamatorios, existen pocas
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publicaciones sobre el tema. Masié et al*® encontraron menores niveles de PCT
y PCR en bacterias atipicas comparadas con otras bacterias, aunque ninguno
de ellos fue Uutil para predecir el agente etiolégico. Hedlum y Hansson también
encontraron niveles mas bajos de PCT en bacterias atipicas y virus, pero
ninguna diferencia en PCR. Nuestros datos confirman que una PCT >0.5 tiene
una alta sensibilidad y un alto VPN para las NAC viricas o por bacterias
atipicas. Kruger et al** usaron un punto de corte mas bajo (0.1) para
diferenciar S. pneumoniae de NAC viricas o por bacterias atipicas y obtuvieron
un OR alto (8.3). Sin embargo, el considerable solapamiento entre los diversos
microorganismo deberia hacernos actuar con cautela y evitar prescribir una

insuficiente cantidad de antibiéticos.

El uso de PCR y PCT para distinguir la causa bacteriana tiene limitaciones;

ademas, Méndez et al*®

demostraron que dichos biomarcadores presentan una
evolucion diferente, por lo que el tiempo desde el inicio de los sintomas es
importante para interpretar correctamente el estado inflamatorio del paciente.
Garcia-Vazquez et al” encontraron que la PCR (0.25 mg/L) puede ser (til para
diagnosticar L. pneumophila con un alto VPN (94%). Nosotros encontramos

gue niveles elevados de TNF-a e IL-6 en L. pneumophila tenian un alto VPN

respecto a S. pneumoniae.

PCT e IL-8 mostraron diferentes patrones entre bacterias: niveles elevados de
IL-8 y bajos de PCT en bacterias Gram negativo frente a Gram positivo. Sin
embargo, la relevancia clinica de estos hallazgos debe ser confirmada y es

posible que, con fines diagndsticos, se necesiten varios marcadores.*®
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El uso previo de antibidticos redujo los niveles de PCT e interleucinas,
principalmente IL-6 e IL-10, sugiriendo que la actividad inflamatoria estaba
siendo atenuada.'®!’ Consideramos por ello, que el uso de PCT como gufa
para el tratamiento antimicrobiano requiere extrema precaucion en pacientes
con toma previa de antibidticos, ya que se podria subestimar la etiologia
bacteriana.®® Ademas, en estos pacientes el VPN de la PCT parece

insuficiente para descartar infeccidn bacteriana.

Por otro lado, IL-8 estaba elevada, tal y como se ha demostrado en
experimentos in vitro,*® probablemente por una estimulacién en la secrecién de
citocinas secundaria a la destruccién de la pared celular bacteriana. De hecho,
los niveles de IL-8 estaban elevados en los pacientes que habian tomado [3-

lactamicos antes de suingreso (12 vs 8.5, P=0.06).

Nuestros hallazgos ponen de manifiesto las diferencias en la activacion de las
citocinas inflamatorias, tal y como se ve en el modelo de distancias euclideas.
El escenario con menor inflamacién era en el que no se encontré un agente
etiolégico, mientras que el que tenia mayor elevacién de marcadores era el de
las NAC por L. pneumophila, S. pneumoniae y enterobacterias. Estas
diferencias en el perfil inflamatorio se deben probablemente a variaciones en
los factores de virulencia y al reconocimiento de moléculas especificas que
activan diferentes vias inflamatorias adaptativas e innatas, como los receptores
Toll-like (RTL) 9 en el caso de L. pneumopphila, RTL-4 en el caso de las
bacterias Gram negativo y RTL-2 en las Gram positivo.'*?! Las enterobacterias
presentaron una elevacion de IL-8,%2 tal y como ha sido descrito en infecciones

urinarias.?®
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Sorprendentemente, P. aeruginosa presentd un patron cercano al de la NAC
sin agente etioldogico. Este microorganismo colonizador, que se asocia a
pacientes ancianos o con patologias graves, podria comportarse como un
oportunista en funcién de la situacion del enfermo, pero esta inflamacion
contenida también podria deberse a que también se asocié a pacientes que
tomaban corticoides inhalados y EPOC, o con menor respuesta por su

patologia concomitante.

Los virus de la gripe se asociaron con una elevacién de IL-10** y un TNF-a
bajo. Este patrén de respuesta perjudica al paciente tal y como se ha
demostrado en modelos experimentales en animales.?® De hecho, pese a que
IL-10 activa a los linfocitos NK e incrementa la cantidad de antigeno disponible
para estimular al sistema inmune,?® se ha demostrado que un aumento de IL-6
y TNF-a protegen frente a la neumonia por virus de la gripe?’ mediante una
activacion mas robusta del sistema inmune innato de la mucosa pulmonar y de
la activacion vigorosa de genes relacionados con la produccion de interferon

tipos 1y Il que provocaran un mayor aclaramiento y destruccion del virus.

Nuestros hallazgos sugieren que una correcta interpretacion de la cascada de
activacion de las citocinas deberia tener en consideracién no sélo el estado de
sepsis y las caracteristicas del paciente, sino también el agente etioldgico, la
bacteriemia y la toma previa de antimicrobianos. Estudios disefiados a modular
la respuesta de las citocinas en la NAC deberian considerar el patron
especifico producido por cada microorganismo. Los fallos observados en
estudios anticitocina previos podrian estar justificados por las diferencias que
hemos observado en nuestro estudio. Este Ultimo punto era importante para

entender cobmo se activan las cascadas inflamatorias y como detenerlas, y se
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ha convertido en un tema de vital importancia en el tratamiento de la COVID-

19.
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Estudio 2: Age-elated risk factors for bacterial aetiology in

community-acquired pneumonia.

Las comorbilidades y los habitos toxicos tuvieron influencia sobre la etiologia

de la NAC en funcion de la edad.

Tal y como se ha descrito en multiples estudios, S. pneumoniae fue el
patdgeno mas frecuentemente identificado independientemente de la edad o de
las comorbilidades, mientras que P. aeruginosa y las enterobacterias fueron
aislados en ancianos principalmente, y las bacterias atipicas se asociaron a
NAC en pacientes mas jovenes.'?'3 Sin embargo, en nuestro estudio la edad y
las comorbilidades modularon el riesgo para agentes etiologicos especfficos.
Evaluamos el efecto independiente de cada comorbilidad y habito tdxico
usando un estudio multivariable, considerando que un paciente puede

presentar varios factores de riesgo al mismo tiempo.

Como era de esperar, los pacientes ancianos tuvieron mayor numero de
comorbilidades, haciendo a esta poblacion mas vulnerable a la NAC, y la
distribucion de agentes etioldgicos fue consistente con estudios previos sobre
NAC en Espafia.!?® En estos pacientes se realizaron menos pruebas
diagnédsticas, bien por el empleo de un diagnéstico microbiologico mas
conservador, bien por presentar mayores dificultades a la hora de obtener
muestras; esto justificaria que en este grupo existiera un menor porcentaje de

diagnosticos etioldgicos.

Sin embargo, los pacientes ancianos presentaron un mayor nimero de NAC
por bacterias Gram negativo. La EPOC se asocié con mayor riesgo de P.

aeruginosa y S. aureus, en relacion con una mayor progresion de su
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enfermedad y mayor deterioro funcional.!”'® Cillonioz et al publicaron un
estudio en el que estos microorganismos se aislaban casi exclusivamente en
pacientes con comorbilidades.® Nuestro estudio aporta informacion adicional, S.
aureus fue también mas frecuente en pacientes con patologia crénica
neuroldgica, y la patologia hepatica se asocio a mayor riesgo de NAC por H.
influenzae y enterobacterias, probablemente por el déficit inmunologico

sistémico asociado.**°

En adultos, DM presentdé mayor riesgo de infeccion por cocos Gram positivo (S.
aureus y S. pneumoniae). Estudios previos han detectado una mayor
colonizacién de la via respiratoria alta por S. aureus, asi como una menor
efectividad del sistema inmune en pacientes con esta patologia sin tener en
cuenta la edad.?®*! La EPOC se asocio con un mayor riesgo de NAC por H.
influenzae, un patdgeno frecuente de la via respiratoria baja de estos pacientes
incluso en las fases estables, donde induce una respuesta inflamatoria

continua.???

En adultos j6venes, la enfermedad renal se relacioné con M. pneumoniae, un
patdgeno asociado con glomerulonefritis en nifios.?* Notablemente, las
comorbilidades en pacientes jovenes no fueron factores de riesgo
independientes para NAC por bacterias Gram negativo como ocurre en los
ancianos, posiblemente por estar estas patologias crénicas en un menor grado

de evolucion o por una mejor respuesta inmune en los jovenes.

Encontramos la ya conocida asociacion entre el tabaco y L. pneumophila en
todos los grupos de edad,” aunque su efecto era mayor en los grupos de

jovenes y ancianos. Interesantemente, también se observdé una asociacion
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entre tabaco y C. burnetti en jovenes del norte de Espafia,® similar a lo descrito
en dos estudios epidemioldgicos en el Reino Unido y los Paises Bajos en

jovenes fumadores hospitalizados por NAC.?628

Ambos microorganismos
pertenecen al orden Legionellales, estdn relacionados filogenéticamente y
presentan ciclos infectivos intramacrofagicos similares. EI mal funcionamiento
de la actividad macrofagica en fumadores podria justificar estas

asociaciones.?®%

El consumo de alcohol fue un factor de riesgo independiente de NAC por S.
pneumoniae en jovenes y de NAC mixtas y por C. burnetti en ancianos. El
alcohol altera las respuestas inmunolégicas innata y adquirida y altera los
procesos de fagocitosis, haciendo a estos pacientes mas susceptibles a la

infeccion 332

Finalmente, se encontrdé una asociacién negativa inexplicable entre S.

pneumoniae y patologia cronica cardiovascular, similar a la descrita por Jover

et al entre insuficiencia cardiaca y bacteriemia por S. pneumoniae.>*
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Estudio 3: Influence of environmental conditions and pollution
on the incidence of Streptococcus pneumoniae infections.

El analisis univariado encontré multiples factores relacionados con las NAC por
S. pneumoniae y, tras realizar, un analisis multivariable se construyé un modelo
robusto con tan solo cuatro variables. Esta reduccién se explica facilmente por
las interacciones entre los distintos gases y actores atmosféricos. El analisis
univariado que hicieron Kim et al* encontré asociacién de las NAC por S.
pneumoniae con SO, y Oz, pero en este estudio, se uso SO, como
representante de otros gases de polucién ambiental, mientras que en nuestro

caso, se estudio cada gas individualmente.

En nuestro estudio, los gases derivados de combustibles fosiles incrementaron
la incidencia de NAC por S. pneumoniae. Este hecho podria ser explicado en
base al dafio tisular que estos quimicos ejercen sobre el epitelio respiratorio y

al efecto deletéreo sobre la funcién ciliar.>®

Sorprendentemente, nuestros datos sugerian que las particulas en suspension
ejercian un efecto protector frente a S. pneumoniae. Un estudio reciente ha
vinculado estas particulas con un aumento de ingresos por neumonia en
personas ancianas y con insuficiencia cardiaca, aunque no los relacionan con
ninguna etiologia concreta.” Zhou et al® han publicado un articulo en el que
argumentan que las particulas de 2.5 micras de diametro favorecen la adhesién
de S. pneumoniae a los macrofagos alveolares, pero inhiben su fagocitosis,
posiblemente imposibilitando el establecimiento de una infeccién. En cualquier

caso, este tema debe ser estudiado en mayor profundidad.
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1910 |3 radiacién solar, el aumento de la

De acuerdo con otros estudios,
temperatura y de la humedad reducen el nimero de NAC por S. pneumoniae.
El frio tiene un efecto inmunomodulador sobre la mucosa respiratoria y sobre la
composicion de la microbiota; tal y como ha sido descrito por Bogaert et al*!
gue descubrieron alteraciones estacionales en la nasofaringe de nifios, con una
microbiota menos equilibrada en otofio e invierno. Sin embargo, la enfermedad
neumocadcica no aumenta necesariamente en regiones mas frias y la densidad
de poblacién también puede jugar un papel importante.? Igualmente, el
descenso de la humedad puede afectar a la composicion del moco, rico en
agua, y alterar su composicién y actividad protectora. En consecuencia, el

estrés provocado por el frio y por el descenso de la humedad favoreceria la

infeccion.

Por ultimo, la exposicidén cronica a distintos contaminantes atmosféricos asi
como las interacciones entre ellos deben ser mas estudiados. Mas alla del
dafio local e inmediato, De Jong et al*® han encontrado una asociacion entre la
exposicion cronica al aire contaminado y el desarrollo de patrones de
ventilacion restrictivos que favorecen la infeccién pulmonar. En este contexto,
O3 ilustra perfectamente la interaccion entre las condiciones atmosféricas y la
polucién. Pese a que el ozono tiene un reconocido efecto negativo sobre el
tracto respiratorio, en nuestro estudio parecia actuar como un protector. Una
posible explicacion es que la el ozono se produce por la radiacion solar,
alcanzando su maxima concentracion en primavera y verano; por otro lado, O3
y NOy estan inversamente relacionados.** Por lo tanto, los mayores niveles de
ozono se alcanzan cuando existen niveles altos de un protector (radiacién

solar) y niveles bajos de gases toxicos (NOy). Los subanalisis realizados en
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nuestros datos demostraron que los niveles atmosféricos de O3z dependian,
efectivamente, de los niveles de radiacion solar y NOy. Por lo tanto, pese a que
el O3 es tienen un efecto deletéreo sobre el parénquima respiratorio, su
medicion a nivel atmosférico no es valida para demostrar su presencia ya que
se ve encubierta por otros factores. Esto hace que sean necesarias mediciones

mas locales y puntuales para demostrar su presencia en niveles elevados.
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Conclusiones

Estudio 1:

Los hallazgos mas significativos de este estudio fueron:

1. Los niveles mas altos de citocinas, PCR y PCT se encontraron en
pacientes con bacteriemia, y los mas bajos en aquellos en los que no se
encontro etiologia y en NAC por virus.

2. Los distintos microorganismos causales presentaron patrones
inflamatorios diferenciados.

3. Un punto de corte de PCT >0,5 para diferenciar bacterias atipicas y virus
frente al resto de bacterias presentd una sensibilidad de 89/81%, una
especificidad de 68%, un valor predictivo positivo de 12-22% y un valor
predictivo negativo de 99-97%

4. PCT>0,36 tuvo un excelente VPN de 98% para predecir hemocultivos
positivos, con una sensibilidad del 85% y una especificidad del 45%.

5. La NAC por L. pneumophila presento niveles mas elevados de IL-8 y

TNF-a que S. pneumoniae, con un VPN de 89% y 94% respectivamente

Estudio 2:

1. En ancianos, la EPOC fue un factor de riesgo para P. aeruginosa y S.
aureus, las patologias hepéaticas para H. influenzae y enterobacterias, y
el abuso de alcohol para infecciones mixtas.

2. En adultos, la DM se asocio con NAC por S. aureus y S. pneumoniae, y
el tabaguismo coninfecciones mixtas.

3. En adultos jovenes, la DM se asociéo con NAC por S. aureus y el abuso

del alcohol con S. pneumoniae.
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Estudio 3:

1. Una mayor radiacion solar y el aumento de la temperatura y de la
humedad se asociaron con un menor numero de NAC por S.
pneumoniae, en infecciones profundas la asociacion fue con mayor
radiacion solar y el aumento de la temperatura.

2. El aumento de gases derivados de combustibles fésiles se asoci6 con
una mayor incidencia de NAC por S. pneumoniae, mientras que en

infecciones profundas, NOx y SO fueron los gases implicados.

Conclusion final

Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto que la patologia infecciosa
pulmonar supera con creces el axioma del siglo XIX microorganismo/infeccion.
En su lugar, vemos un baile de factores propios del microorganismo patégeno,
del paciente y del lugar en el que reside. Factores que haran que aparezca una
NAC, que favoreceran a unos microorganismos sobre otros y que presentaran
manifestaciones concretas y especificas. Todo esto tiene una aplicacién directa
en la busqueda de nuevos planteamientos diagndsticos y terapéuticos mas

individualizados.
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