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RESUMEN

Antecedentes: La enfermedad meningococica (EM), ocasionada por Neisseria
meningitidis, es la principal causa de muerte por infeccion en la infancia en los paises
industrializados, a través de sepsis y/o meningitis. Una de sus caracteristicas mas
llamativas es el alto grado de variabilidad interindividual existente, tanto en la
susceptibilidad a adquirir la infeccién, como en la presentacion clinica, espectro de
gravedad y prondéstico. Se sabe que hay factores genéticos implicados en esta
variabilidad, pero aun estamos lejos de conocer los genes responsables de su
aparicién y evoluciéon. La disponibilidad de nuevas tecnologias y en concreto los
estudios de asociacién de base poblacional como los basados en el barrido genémico
(ampliamente conocidos en la jerga genomica como Genome-Wide Association
Studies, GWAS) estan permitiendo identificar variantes comunes de baja penetrancia,
capaces también de modular la susceptibilidad y prondstico de muchas enfermedades.
Esta es la primera vez que se realiza un GWAS en el contexto de la EM.

Objetivo: El objetivo principal de este estudio es determinar si existe algun tipo de
condicionamiento genético que explique la susceptibiidad a la enfermedad

meningocdcica.

Material y métodos: El estudio consté de dos fases. En la primera fase (UK-GWAS),
se realizo el primer GWAS de susceptibilidad a EM comunicado hasta el momento, en
475 pacientes y 4.703 controles de Reino Unido. Los SNPs que mostraron mayor
significacion fueron replicados en otras dos cohortes europeas (Oeste de Europa y
Espana), y mediante mapeo fino se identificaron los polimorfismos asociados en las
tres cohortes. La segunda fase del estudio (ESIGEM-Spain GWAS) consistié en la
realizacion de un segundo GWAS de susceptibilidad a EM, en 419 pacientes
espafoles y 967 controles. A continuacion se realizd un metaanalisis de ambos
GWAS, y los SNPs que mostraron mayor asociacion fueron replicados en una tercera
cohorte (Oeste de Europa). Se concluyé con un metaanalisis de los polimorfismos
seleccionados en las tres poblaciones europeas, tratando de buscar la variante causal
mediante mapeo fino e imputacion de la region asociada.



Tesis doctoral: Nazareth Martinon Torres Resumen

Resultados-Discusién: La mayor evidencia de asociacion con la susceptibilidad a la
EM se detectd, de forma independiente en las tres cohortes, en un agrupamiento de
SNPs localizados en el factor H del complemento (CFH) (rs1065489, P-valor = 2.2 x
10", OR = 0.64) y en la proteina 3 relacionada con el factor H del complemento
(CFHRS3) (rs426736, P-valor = 4.6 x 10", OR = 0.63). Se sabe que la unién de N.
meningitidis al CFH del huésped, a través de la proteina de uniéon al CFH (fHbp),
contribuye a evadir la accion bactericida del complemento. El segundo locus mas
significativo en el metaanalisis conjunto de todas las poblaciones fue ABCA4
(rs544830, P-valor = 9.17 x 10"°, OR = 1.30), que se expresa predominantemente en
la retina, pero también en el cerebro y los plexos coroideos, pudiendo jugar un papel
en la funcién de la barrera hematoencefalica. Como CFH y ABCA4 habian sido
previamente asociados con la degeneracion macular, nuestros hallazgos plantean una
posible causa genémica comun o un mecanismo patogénico compartido entre la EM y

la degeneracion retiniana.

Conclusiones: Hemos demostrado que existen bases genéticas que condicionan la
susceptibilidad a la EM. Determinados polimorfismos comunes localizados en CFH se
comportan como factores protectores, y otros ubicados en ABCA4, como factores de
predisposicion. Estos hallazgos contribuyen a explicar el patron de respuesta individual
y variable a la infeccién por N. meningitidis. Asimismo plantean una posible nexo entre

la EM y la degeneracién macular, cuya relacién funcional esta aun por explorar.



1. INTRODUCCION







1. INTRODUCCION

La enfermedad meningocdcica invasiva, causada por Neisseria meningitidis, es una de
las infecciones con potencial mas devastador para el ser humano, especialmente en la
infancia y en la adolescencia tardia. Es la principal causa de muerte por infeccién
en los paises industrializados, a través de sepsis y meningitis'.

La incidencia global de la enfermedad en Europa, segun la OMS, se sitla en
torno a 1-2 casos por cada 100.000 habitantes/ano, pero esta cifra se multiplica hasta
por quince veces cuando nos referimos a niflos entre 1 y 4 anos (15.9/100.000
habitantes). La letalidad puede llegar hasta el 100% en los casos en los que no se
instaure tratamiento. En Espafa se ha registrado un promedio de 800 casos anuales
de enfermedad meningdcicica (rango 600-1000) a lo largo de la ultima década, y a
pesar de un diagnostico y tratamiento precoces, la mortalidad se sitia de manera
estable en torno al 10%. Esto se traduce, de manera globlal, en unos 500.000 casos y
50.000 muertes al afio en el mundo. Ademéds, un 25-30% de los que sobreviven, lo
hardn con algun tipo de secuela grave permanente (sordera, amputaciones,
injertos...)%

La distribucion mundial de los serogrupos de N. meningitidis es variada vy
dindmica, haciendo la evolucién epidemiolégica de la enfermedad impredecible®. La
introduccion de vacunas conjugadas frente al serogrupo C ha reducido drasticamente
su incidencia en los paises desarrollados. Sin embargo, la falta de una vacuna efectiva
frente al serogrupo B y el fracaso en la implementacion de vacunas conjugadas
disponibles frente a los serogrupos A, C, Y y W-135 en muchos paises, hacen que la
enfermedad meningocécica siga siendo un importante reto en todo el mundo®.

Se sabe que hay factores genéticos que influyen en su incidencia y gravedad
de presentacién, pero aun estamos lejos de conocer los genes responsables de su
aparicién. Se han identificado mutaciones simples en muchos componentes de la via
del complemento relacionados con la recurrencia de EM; mutaciones muy penetrantes,
pero extremadamente infrecuentes*®, y que por tanto sélo explican una reducida parte
de los casos de EM que observamos. Varios autores han sugerido también que
determinadas variaciones en el ADN mitocondrial (ADNmt) suponen un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedades multifactoriales como la EM®'. Sin

5
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embargo, nuestro grupo de estudio no encontré evidencia de asociacién entre la
susceptibilidad, evolucién y prondstico de la EM y el ADNmt, al menos desde el punto
de vista de los polimorfismos analizados en las muestras poblacionales
consideradas'".

Con la disponibilidad de nuevas técnicas de genotipado masivo en los ultimos
anos se ha extendido enormemente la realizacion de estudios de asociacion de
genoma (GWAS) con el fin de identificar alelos de susceptibilidad de baja penetrancia,
pero muy frecuentes en la poblacion. Este abordaje nunca se habia realizado hasta
la fecha en el contexto de la enfermedad meningocodcica, y constituye el eje central
de la tesis que aqui presentamos.
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2. REVISION DEL PROBLEMA
2.1. ENFERMEDAD MENINGOCOCICA
2.1.1. Definicion de enfermedad meningocécica y terminologia

La enfermedad meningococica (EM) invasiva es una infeccion bacteriana ocasionada

por Neisseria meningitidis, un bacilo gram negativo. Puede presentarse con un

espectro clinico que varia desde una meningitis aguda (con afectacién predominante

de las meninges) a una meningococemia (0 septicemia meningocécica), que puede

progresar rapidamente a parpura fulminante, shock y muerte’.

Desde el punto de vista clinico, habitualmente se presenta de tres formas:
Meningococemia o0 septicemia meningocécica: se caracteriza por fiebre,
petequias o purpura y afectacion del estado general;

Meningitis meningocdcica: se caracteriza por fiebre, vémitos, cefalea, fotofobia y
signos meningeos (Kerning y Brudzinski positivos), asociados o no a
manifestaciones cutaneas. En lactantes la clinica puede ser mas inespecifica, y
presentarse con somnolencia o irritabilidad, asi como con la fontanela
abombada;

Combinacién de ambos, septicemia y meningitis.

Desde el punto de vista terminoldgico y de cara a establecer estrategias de control de

la enfermedad, el Grupo de trabajo de la Guia de Practica Clinica sobre el Manejo de

la EM invasiva del Ministerio de Sanidad de Espafa'? ha aceptado las siguientes

denominaciones:

Caso primario o indice: aquel caso que tiene lugar en ausencia de contacto
proximo previo con otros pacientes;

Casos co-primarios: aquellos casos que tienen lugar en un grupo de contactos
proximos con inicio de sintomas de enfermedad en menos de 24 horas;

Caso secundario: aquel caso que tiene lugar en un contacto préximo a un caso
primario, tras 24 horas o mas del inicio de sintomas en el caso primario. La
definicion de casos co-primarios limitaba el tiempo hasta 31 dias, debido a que



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Revision del problema

se habia observado que hasta el 90% de los casos secundarios se producian en
las dos semanas siguientes a la aparicion del primer caso, pero recientemente
se ha constatado que la mitad de los casos secundarios aparecen después de 5
semanas o mas de la presentacién del primer caso;

- Caso confirmado: aquel en el que se aisla N. meningitidis a partir de un sitio
normalmente estéril (LCR, sangre, etc.) en un paciente con clinica compatible de
EM invasiva;

- Caso probable: aquel en el que se detecta el antigeno polisacérido en el LCR
(por ejemplo, mediante aglutinacion en latex, reaccion en cadena de la
polimerasa o inmunohistoquimica) o la presencia de clinica de purpura
fulminante en ausencia de un diagnostico por cultivo, en un paciente con clinica

compatible de EM invasiva.

2.1.2. Resenas historicas

Las enfermedades infecciosas han estado acompanando al hombre desde el origen de
la humanidad. En el caso concreto de las infecciones originadas por N. meningitidis,
conocemos referencias de la enfermedad que se remontan al S XVI, o incluso
anteriores: algunos escritos de Avicena (980-1037) son considerados como la primera
descripcion clinica de la enfermedad.

Sin embargo fue Vieusseux (1746-1814), médico ginebrino, el primero que
marcé un hito en el conocimiento de la EM, al identificar una epidemia de meningitis en
1805, que ocasioné 33 muertes': "..empezd de repente con postracion extrema, el
rostro demacardo, el pulso débil, a veces apenas se podia sentir. Hubo un fuerte dolor
de cabeza, sobre todo frontal, entonces aparecieron los vomitos biliosos, la
deformacion de la columna vertebral y convulsiones en los bebés. El cuerpo
presentaba manchas lividas, sobre todo después de la muerte".

Poco después serian otros médicos (Danielson y Elias Mann) los que
describirian una sintomatologia similar en Vermont y Medfield respectivamente,
haciendo alusion a las caracteristicas clinicas y la naturaleza fulminante de la afeccién.

El microorganismo fue aislado por primera vez, en liquido cefalorraquideo, en
1887 por Weichselbaum (Figura 1) durante una epidemia ocurrida en Viena'.

10
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Fig. 1. Anton Weichselbaum, austriaco a quien debemos el primer aislamiento de N. meningitidis
en liquido cefalorraquideo (1887). Fuente: http://www.meningitis.com

En 1885, Trevisan efectu6 una clasificacién de los diplococos creando el género
Neisseria en honor al médico aleman Albert Neisser (1855-1916), que habia centrado
sus trabajos en las enfermedades de transmision sexual, quedando renombrado el
Diplococcus intracellularis meningitidis —acunado por Weichselbaum— como
Neisseria meningitidis'. Kiefer y Albretch, posteriormente, idenficarian el estado de
portador, al aislar su presencia en la nasofaringe de individuos vivos.

A principios del S. XX comenzaron los primeros intentos de prevenir la
enfermedad mediante la administracion de sueros intravenosos, que consiguieron
reducir la mortalidad de la enfermedad hasta en un 18% en Alemania, o hasta un 33%
desde un punto de vista global, segin Flexner'®. La sueroterapia fue posteriormente
sustituida por el empleo de antibiéticos, que comenzé con la introduccién de las
sulfonamidas. Pero el mejor avance en el tratamiento de la meningitis fue, sin duda, el
descubrimiento de la penicilina por Fleming (1881-1955).

Los ensayos clinicos llevados a cabo a finales de los afios 1960 en reclutas
militares por los investigadores Gotschlich, Artenstein y Glodschneider, de EEUU,
llevaron a la produccion de la primera vacuna antimeningocécica polisacérida eficaz'”

'8 que serviria como germen para el desarrollo de posteriores vacunas. Las vacunas

11
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conjugadas y el reciente diseno de vacunas basadas en la genémica (vacunologia
inversa), suponen un importante avance en el intento por controlar esta enfermedad.
Han pasado mas de 200 afos desde que el conocemos, desde un punto de vista
cientifico y microbioldgico, la existencia de la enfermedad meningocécica, y sin
embargo seguimos lejos de conocer las razones de su evolucion y de su forma de

respuesta al tratamiento.

2.1.3. Epidemiologia de la enfermedad meningocdcica
2.1.3.1. Visioén global

La EM es la principal causa de muerte por infeccion en los paises industrializados. Se
contabilizan unos 500.000 casos de EM y unas 50.000 muertes al afio en el mundo a
causa de esta enfermedad. Su incidencia oscila entre 0.5y 10 casos por cada 100.000
habitantes al afio, segun la region geografica a la que se haga referencia. La mayor
incidencia se registra, con diferencia, en el llamado "cinturobn de la meningitis" en
Africa Subsahariana, donde la incidencia puede superar los 1000 casos por cada
100.000 habitantes durante las etapas epidémicas® (Tabla 1).

Tabla 1. Incidencia de EM invasiva por pais o region. Modificado de Halperin et aP. *La incidencia
anual durante las epidemias provocadas por el serogrupo A en el "cinturon africano de la meningitis"
pueden superar los 1,000 casos / 100,000 habitantes.

. .. Incidencia por cada ~

Pais/Region 100,000 ha':)itantes Ano
m%:it:\]gr;(i)t?sﬂea:?icano (duranlg-;;’)?ggmias)* No aplicable
Nueva Zelanda 2.2 2010
Australia 1.2 2009
Europa 0.92 2009
Chile 0.5 2010
Argentina 0.6 2008
Canada 0.47 2008
EEUU 0.28 2009
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La epidemiologia de la EM es variada y dinamica en el lugar y en el tiempo, lo que
contribuye a su dificil prevision, conocimiento y control. La distribucién de los
serogrupos segun regiones geograficas es un factor clave para el disefio de
programas especificos de prevencion. Los serogrupos A, B y C son, en conjunto, los
responsables de hasta el 90% de casos de EM en todo el mundo': B y C son los
principales agentes etiolégicos en Europa y América, mientras que A y C son los
predominantes en Asia y Africa. Los EEUU, Israel y Suiza son los Unicos paises que
han comunicado un aumento en la enfermedad ocasionada por el serogrupo Y.

2.1.3.1.1. Africa

La regién de la sabana africana que se extiende desde Etiopia (en el Este) a Senegal
(en el Oeste) aglutina la mayor incidencia de EM en todo el mundo, pudiendo afectar,
en determinadas epidemias, hasta al 1% de la poblacion. Es por ello que a esta franja
de territorio subsahariano, que abarca una poblacion de unos 300 millones de

u19. LaS

habitantes, Lapeysonnie acuindé en 1963 como "cintur6n de la meningitis
condiciones climaticas de estos paises parecen contribuir a la recurrencia anual de
tales epidemias, sobre todo en relacidén con la llegada del Harmattan, el viento célido y
seco que preludia la llegada de la estacién seca, a principios de ano.

La epidemia mas grave de meningitis meningocécica que ha experimentado
Africa hasta el momento fue la de 1996, causada por el serogrupo A, con mas de
150.000 casos y 16.000 muertes registradas. Fue Burkina Faso, en 2002, el primer
pais que experiment6 una epidemia por el serogrupo W135.

A pesar de que el serogrupo A ha sido clasicamente el responsable de la mayor
parte de casos y brotes a lo largo de todo el continente, en los Ultimos afos se ha
registrado un aumento de los casos producidos por los serogrupos W135 y también,

mas al sur, por el serogrupo X (Tabla 2).
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Tabla 2. Distribucion de serogrupos causantes de meningitis meningocécica en el "cinturon
africano de la meningitis” entre 2007 y 2011. Modificado de Halperin et af. *La proporcion de casos
analizados varia entre paises y de afio a afio, pero estuvo normalmente en torno al 10%. °En las muestras

restantes se aislaron otras bacterias o los cultivos fueron negativos. “Principalmente serogrupo X. “Hasta

la semana 26.
Ne¢ de Meningococo (serogrupo)”
Ao muestras
analizadas® A w135 Otros
2007 2533 609 63 9
2008 3413 1062 7 65°
2009 5688 1966 167 47
2010 4132 439 726 75
2011¢ 4278 197 495 144

La disminucién de casos por meningococo A en la zona del "cinturén" ha seguido en el
tiempo a la introduccion de una nueva vacuna conjugada frente a meningococo A
(MenAfrivac™) a finales de 2010. El hecho de que también se registrasen pocos
casos de este serogrupo en zonas que no fueron objeto de vacunacién, hace que el

que impacto real de esta vacuna esté aun por establecerse.

2.1.3.1.2. Asia

Son pocas las publicaciones acerca de la epidemiologia de la enfermedad en este
continente. Las principales epidemias han ocurrido en China (1978-1079), Mongolia
(1973-1974, 1994-1995) y La India, especialmente en el norte del pais (Nueva Delhi y
alrededores), donde la ultima epidemia acontecié en 2005-2006. El serogrupo A ha
sido siempre el principal agente etiolégico, aunque la epidemia de Vietnam en 1977-
1979 vy los Ultimos brotes acontecidos en el continente fueron debidos
predominantemente al serogrupo C%°.

2.1.3.1.3. Australia y Nueva Zelanda

Estos paises de gran tamano y dispersion poblacional, manifiestan diferencias
regionales en relacién con los serogrupos mas prevalentes.
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Las zonas del Sur de Gales y Victoria se han visto afectadas,
predominantemente, por los serogrupos B y C. En 2003, en respuesta a un aumento
en el registro de casos por el serogrupo C se introdujo un programa de vacunacién
nacional muy eficaz, que consiguié una reduccién de mas del 90% de estos casos: de
1.15 a 0.07 por cada 100.000 habitantes®*. En el Oeste de Australia la afectacion ha
sido y es, especialmente, debida a meningococo B.

En los ultimos 20 afios apenas se han detectado casos por el serogrupo A, que
en los anos 80 correspondieron a indigenas australianos residentes en el centro de
Australia®.

Nueva Zelanda se caracteriza por haber registrado una cepa circulante de
meningococo B (B:4:P1.7-2,4) como responsable de hasta 17 casos por cada 100.000
habitantes en 2000, lo que propicid la introduccion de una vacuna especifica
(MeNZB™) en 2004 que consiguié disminuir drasticamente su incidencia. Los demés
casos han sido debidos al serogrupo C y, en mucha menor medida, a W135 e Y.

2.1.3.1.4. América

- Norte América: La incidencia de la enfermedad en EEUU disminuy6
ostensiblemente y de forma global desde 1997, ano en el que se registro el ultimo
brote. Esta disminucién hasta los 0.28 casos por cada 100.000 habitantes al afio en
2009%*2° acontecié mucho antes de la introduccién de las vacunas conjugadas, y
afecta también al serogrupo B, frente al cual aun no esta disponible la inmunizacién.
Canada fue uno de los primeros paises que implement6 la vacunacién universal
frente al meningococo C a partir de 2002. Esto contribuyd, sin duda, a la
disminucion de la incidencia de la enfermedad por este serogrupo, aunque ya partia
de unas tasas de afectacion y endemicidad para todos los serogrupos muy bajas
(incidencia anual actual, de 0.2 por cada 100.000 habitantes). Meningococo B es el
responsable de mas de la mitad de los casos actuales, mientras que Y y W135 son
serogrupos minoritarios.

- América del Sur: Los serogrupos B y C son los causantes de la mayor parte de
casos de EM comunicados en esta region, en la que los datos epidemiol6gicos
publicados son escasos y, probablemente, infraestimados. Su incidencia varia
enormemente segun la zona geografica, pasando de 0.05 casos por cada 100.000
habitantes en Mexico a casi 2 por cada 100.000, en Brasil.
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Durante los afos 70 Brasil experimenté su mayor epidemia (hasta 179 casos por
100.000 habitantes al afo), con dos olas secuenciales de meningococo C y A, que
consiguieron controlarse tras la introduccién masiva de la vacuna polisacarida
frente a ambos serogrupos. En 2010 pasé a ser el primer pais de latinoamérica en
incorporar la vacuna conjugada frente a meningococo C en el calendario de

inmunizaciones rutinario.

2.1.3.1.5. Europa

La incidencia global en Europa es cercana a 1 por cada 100.000 habitantes al afo. El
ultimo registro oficial europeo a larga escala, en 2009, concluyé con que Irlanda,
Lituania, Espafa, Dinamarca y Austria superaban dicha media europea. Estas cifras
de incidencia, ademas, alcanzan valores muy superiores en determinadas franjas
etarias: 15.9 por cada 100.000 habitantes si nos referimos a nifios pequenos, 5.4 por
cada 100.000 en nifios de 1 a 4 afnos, y 2 por cada 100.000 en adultos jovenes. Casi la
mitad de los casos registrados se presentan como meningitis (45%), el 34% como
sepsis meningocécica, y el 4% como ambos, sepsis y meningitis.

La introduccion de la vacuna conjugada frente a meningococo C consiguié
reducir la incidencia global a casi la mitad de pacientes en la Gltima década. Sin
embargo el serogrupo B, para el que todavia no estd disponible ninguna medida
preventiva, es el causante de mas de dos tercios de todos los casos (71%),
especialmente en niflos menores de 5 afnos, seguido del serogrupo C (13%) y del Y
(4%), que ha experimentado un aumento en los ultimos afos, sobre todo en los paises

nordicos.

2.1.3.2. Situacion en Espafha

En Espana, la enfermedad meningococica es de declaraciéon obligatoria, urgente e
individual, y se registra por la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE)
mediante la notificacién al Sistema de Enfermedades de Declaracion Obligatoria
(EDO)?. Segun datos publicados en los boletines epidemioldgicos semanales, durante
el periodo 2006-2007 la tasa de incidencia de casos declarados (casos confirmados y
sospechosos no confirmados) fue de 1,37 por cada 100.000 habitantes, y descendié a
1,21 por cada 100.000 habitantes en 2010%*%’. En la temporada 2011-2012 se ha
registrado la tasa mas baja en los ultimos 12 afos; se declararon un total de 482 casos
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de enfermedad meningocécica a la RENAVE, 371 de ellos (el 77%) confirmados, lo
gue supone una tasa de incidencia de 0.80 por cada 100.000 habitantes. De estos
casos, el 65% fueron causados por el serogrupo B¥ (Tabla 3).

Tabla 3. Evolucion de las tasas de incidencia de enfermedad meningocdcica para los serogrupos B
y C. Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemiologica. Centro Nacional de Epidemiologl’a27.

2_

-==SG B -==SGC

Tasas

2001-|2002-|2003-(2004-|2005-|2006-|2007-|2008-|2009-(2010-|2011-
02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

-s-SGB|(136(1,19(1,24|1,17| 1,06) 1,13 |1,02|0,99| 0,68 )| 0,67 | 0,52
~—%-5GC|057|/0,42]0,33|/0,29]| 0,19)| 0,18 | 0,17 | 0,14 | 0,12 | 0,15 0,13

Sin embargo, aunque se han observado importantes reducciones en las tasas de
hospitalizacion y mortalidad por esta enfermedad durante los Ultimos afos, su
morbimortalidad contintia siendo importante en menores de 5 afios®.

Existen diferencias entre las tasas de incidencia en las distintas comunidades
autonomas. Durante el periodo 2006-2007, algunas comunidades registraron tasas de
incidencia de hasta 4,19 por cada 100.000 habitantes, y en 2009-2010 algunas
alcanzaron tasas de hasta 3,33 por cada 100.000 habitantes®*?” (Tabla 4).
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Tabla 4. Incidencia de enfermedad meningocécica por CCAA (casos declarados), afio 2010.
Tomada de Servicio de Vigilancia Epidemiolégica. Centro Nacional de Epidemiologia. Instituto
Carlos III*°.

Tasa de incidencia de enfermedad
meningocdcica por CC.AA. (casos
declarados) por 100.000 habitantes.
Espafa, 2010

Andalucia 1,53
Aragoén 0,70
Asturias 1,05
Baleares 1,12
Canarias 0,77
Cantabria 3,33
Castilla-La Mancha 1,31
Castillay Leon 0,82
Cataluia 1,45
C. Valenciana 0,84
Extremadura 1,67
Galicia 1,85
Madrid 3,65
Murcia 0,63
Navarra 2,12
P. Vasco 1,51
La Rioja 0,95
Ceuta 2,91
Melilla 0

Total Espaia 1,21

En general se observa mayor incidencia en algunas CCAA del Norte de Espana, como
Pais Vasco, Navarra, Cantabria o Galicia, pero también en Andalucia®.

La introduccion de la vacuna frente al serogrupo C en el ano 2000 ha
determinado un cambio importante en la epidemiologia de la enfermedad
meningocécica en nuestro pais, dejando al serogrupo B como el principal responsable
de la enfermedad invasiva® (Tabla 5).
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Tabla 5. Enfermedad meningococica en Espaia. Tasas y casos por 100.000 habitantes segun el
diagnostico microbiolégico. Fuente: Red Nacional de Vigilancia Epidemioldgica. Centro Nacional
de Epidemiologia®’.

Resultado 2006-2007 | 2007-2008 | 2008-2009 | 2009-2010 | 2010-2011 2011-2012
microbiol6gico [Casos [Tasas| Casos [Tasas| Casos [Tasas| Casos [Tasas| Casos |Tasas| Casos [Tasas
Serogrupo B 498 113 | 459 1.02]| 453 099 | 313 o068 307 067| 240 052
Serogrupo C 78 o018 77 017| 64 o014| 55 o012]| 67 o015| 60 0.13
No tipables 13 003| 22 o005 32 007| 34 o007| 24 005]|] 27 006
Otros 9 o002| 16 004| 20 o004| 23 o005| 14 o003| 30 006
serogrupos
Serogrupo 13 003| 20 o004| 3 o0o01]| 17 o004| 21 o005| 14 003
desconocido
Total
. 611 139 | 594 132 572 125 442 096 | 433 094 | 371 080
confirmados
Total
189 043 | 173 038 | 165 036 | 117 025| 110 024 | 111 024
sospechosos
Total 800 182 | 767 168| 737 162 | 559 122 543 1.18| 482 1.04

Sin embargo, en ausencia de una vacuna efectiva contra el serogrupo B, es dificil
modificar o reducir la morbimortalidad por esta enfermedad en nuestro medio. Las
tasas de incidencia de casos confirmados durante los Ultimos anos (aproximadamente
desde 2006 hasta 2010) han oscilado de 0,17 a 0,12 para el serogrupo C y de 1,12 a
0,69 para el serogrupo B. El descenso del nimero de casos del serogrupo B que se ha
observado, particularmente en el ano 2010, es similar al descenso que se ha
observado en otros paises europeos®. Puede tener su origen en la naturaleza ciclica

de la enfermedad'?3'32

y estar determinado por diversos factores ambientales y
conductas asociadas a riesgo®. Esta naturaleza ciclica obliga a mantener una
vigilancia estricta que permita generar datos para utilizacién potencial de vacunas
basadas en formulaciones diferentes, asi como monitorizar el impacto de las
intervenciones con dichas vacunas. Por ejemplo, en la década de 1975-1985 la
enfermedad meningocécica en Galicia alcanz6 tasas de 30 casos por 100.000
habitantes. Del resto de serogrupos (A, W135 e Y) se notifican s6lo de 10 a 30 casos
en toda Espafia, segun la temporada (incidencias del 0,02 al 0,06 por 100.000

habitantes) 2%’

2.1.4. Caracteristicas microbiolégicas

N. meningitidis 0 meningococo es un diplococo gramnegativo, intracelular, de forma

arriionada o "en grano de café". Debido a estas caracteristicas fue denominado
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Diplococcus intracellularis meningitidis en 1887 por Weichselbaum, quien primero lo
aislé, en liquido cefalorraquideo (Figura 2).

Fig. 2. Neisseria meningitidis.

Este microorganismo, de aproximadamente 0,6 x 0,8 pym, es clasificado en 13
serogrupos en funcién de la reactividad inmunoldgica de los polisacaridos de su
capsula (A, B, C, E-29, H, |, K, L, M, W-135, X, Y, Z), aunque tres de estos serogrupos
(A, B y C) son los responsables de casi el 90% de casos de enfermedad
meningocdcica en nuestro medio.

Su membrana citoplasmatica esta rodeada por el espacio periplasmico que la
separa de la pared celular, la cual estd compuesta por una fina capa de peptidoglicano
y por la membrana externa. Esta membrana externa, a su vez, esta dividida en una
capa interior de fosfolipidos y una capa externa de lipooligoscaradios (LOS), y se
encuentra repleta de distintos tipos de proteinas (OMP, outermembrane protein). Las
OMP se clasifican a su vez en clase 1 o PorA, clase 2 o PorB2, clase 3 o PorB3 y
clase 5 u Opa y Opc. Las OMP de tipo Por actuan principalmente como porinas,
regulando el flujo de nutrientes y productos metabdlicos, y las de tipo Opa y Opc
(proteinas de opacidad), como sistemas de adhesion (Figura 3 y Tabla 6).
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Proteinas de la membrana
citoplasmatica
Membrana citoplasmastica

Membrana periplasmica

Proteinas de la membrana
externa [OMP)

Lipooligosacarido

Polisacarido capsular
{serogrupo)

Proteinas de la membrana
externa (OMP)

Fosfolipido

Fig. 3. Esquema de la membrana del meningococo. Adaptado de Stephens et al*%,

Tabla 6. Funcidn y clasificacion de los componentes de membrana de N. meningitidis. Adaptado de

Rosenstein et al'.

Componente Funcion Clasificacion

Protege frente a la

bacteriolisis y la fagocitosis i
Capsula mediada por el huésped y 13 serogrupos (A, B, G, E-29,

dependiente del
complemento

H K L M, W-135,X,Y, Z)

Por A Crean poros a través de los Proteina de membrana
cuales los pequefios externa clase 1 (subserotipo)
. nutrientes hidréfilos pueden
Porinas . T : .
; difundir al interior, mediante Proteina de membrana
Proteinas de Por B L o .
seleccién catiénica o externa clase 2 o 3 (serotipo)
membrana o
aniénica
externa .
, Promueve adherencia a
(OMP) Proteinas , )
. Opa células del huésped y .
asociadas a . Proteina de membrana
. leucocitos
opacidad - externa clase 5
Promueve adherenica a
Opc . .
células del huésped
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Proteina de reduccion modificable Desconocido Proteina de membrana
externa clase 4
Lipooligosacarido (LOS) Potente actividad endotéxica | 13 Inmunotipos

Promueve la adherencia

e o . inicial a las células

Pili o fimbria } o Claselyll
endoteliales y epiteliales, y a

los eritrocitos

No todas las cepas de N meningitidis son capsuladas, pero la presencia de la capsula
es necesaria para que puedan sobrevivir en la sangre y en el liquido cefalorraquideo,
al proporcionarles resistencia frente a la actividad bactericida del complemento y la
unién de anticuerpos, y por inhibir la fagocitosis®®. Ademas, la capsula confiere
propiedades antiadherentes y protectoras frente a la desecacion. Por ello, sélo las
cepas capsuladas producen enfermedad invasiva. La capsula estd compuesta por
polisacaridos derivados del acido sidlico (acido 5-N-acetilneuraminico [NANA]),
excepto en el serogrupo A, en la cual consiste en unidades que se repiten de acido N-
acetiimanosamina-1-fosfato. En los humanos, el NANA es la forma mas comun de
acido sidlico presente en la superficie de nuestras células, y desempefa un importante
papel en el reconocimiento intercelular e intermolecular®®. Al incorporarlo en su
capsula, N. meningitidis consigue pasar mas desapercibida a nuestro sistema
inmunitario. EI caso mas patente es el de la capsula del serogrupo B, cuyo
homopolimero de acido sialico es NANA ligado a a(2—8) y es idéntico a la estructura
de la molécula de adherencia de las células nerviosas humanas, que es fundamental
en la plasticidad funcional de nuestro sistema nervioso central y periférico. Este
parecido es la causa de la pobre respuesta inmunitaria generada frente a dicha
capsula por los humanos, y de las dificultades para fabricar una vacuna polisacéarida
frente a este serogrupo®.

Algunas cepas de N. meningitidis pueden presentar fimbrias o pili de tipo IV
compuestas por subunidades proteicas repetidas (pilinas)®®. Los pili facilitan la
adhesion a las células epiteliales de la nasofaringe humana por su interaccién, entre
otros, con los receptores CD46%. Resultan especialmente Utiles para las cepas
capsuladas, ya que pueden extenderse miles de nanémetros mas alla de la capsula e
iniciar el proceso de unién a las células epiteliales. Ademas de la adherencia, este tipo
de pili (al poder extenderse y retraerse con rapidez) pueden dotar a N. meningitidis de
movilidad en switching, que le resulta muy Util para atravesar la capa mucosa epitelial

y para formar microcolonias®.
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N. meningitidis metaboliza algunos hidratos de carbono, como la glucosa y la
maltosa, por via oxidativa, pero no metaboliza la sacarosa ni la lactosa, lo que la
diferencia de otras especies de Neisseria. Crece de forma éptima en ambientes
humedos, con 35-37°C de temperatura, y puede crecer en una atmésfera anaerobia.
Es catalasa positiva y oxidasa positiva. Posee unas proteinas de unién al hierro que le
permiten captarlo de la hemoglobina (HmbR), de la transferrina (TbpA y TbpB), de la
lactoferrina (HbpA y HbpB) y del complejo hemoglobina-haptoglobina (HpnA y
HpnB)*'.

N. meningitidis es, al igual que N. gonorrhoeae, el unico patégeno
exclusivamente humano de este género. También comparten ambos unas altas
demandas nutricionales, que hacen que sean muy labiles en superficies inanimadas.

Los humanos son el Unico reservorio para N. Meningitidis, y la nasofaringe es es
el lugar desde el cual se transmite entre personas, a través de aerosoles o

secreciones.

2.1.5. Fisiopatologia e historia natural de la enfermedad

La mucosa nasofaringea humana es el Unico reservorio natural conocido de N.
meningitidis, la cual se transmite de persona a persona mediante el contacto directo
con aerosoles o secreciones respiratorias de vias altas®®. La adquisicion del
meningococo puede ser transitoria, resultar en la colonizacion nasofaringea, o causar,
en una pequena proporcion de casos, enfermedad meningocdcica invasiva (EM).

Para el desarrollo de EM invasiva es necesario que se cumplan al menos tres
condiciones: 1) exposicion del huésped a una cepa patogénica de N. meningitidis; 2)
colonizacién nasofaringea de N. meningitidis; 3) penetracion bacteriana de la barrera
mucosa respiratoria alta e invasion del torrente sanguineo. Los factores que
determinan el desarrollo de la EM y su forma de presentacion clinica no estan
totalmente dilucidados, pero se cree que dependen de una amplia variedad de
caracteristicas del patdgeno, del huésped y del medioambiente’ (Figura 4).

23



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Revision del problema

-
[ Neisseria meningitidis J

Colonizacion mucosa
nasofaringea

v » Otitis media
[ Invasion local j—b ¢ Sinusitis
" * Neumonia, etc.

[ Bacteriemia

Resolucion Infeccion focal Sepsis

Crénica

! |
* Meningitis * Shock séptico
s Artritis séptica ¢ Purpura fulminante
¢ Pericarditis
¢ Endoftalmitis l
» Uretritis, etc. Fallo

multiorganico

Fig. 4. Historia natural de la enfermedad meningocécica43

2.1.5.1. Adhesion e invasion de la mucosa nasofaringea

Tras la exposicion del huésped a N. meningitidis, la bacteria alcanza la mucosa
nasofaringea, y se adhiere mediante diversas proteinas de membrana a la superficie
de las células epiteliales columnares no ciliadas, donde prolifera formando
microcolonias. Para ello utiliza adhesinas, entre las cuales figuran: Pili, PilC, PilQ, Opa,
Opc, LOS, proteina de unién al factor H (fHbp), Por A, HrpA, PorB y NadA. De entre
las multiples adhesinas bacterianas identificadas, se cree que los pili tipo IV son las
principales responsables de la adhesién inicial y agregacién del meningococo en la
nasofaringe, posiblemente mediante su union al receptor CD46 (cofactor de membrana
involucrado en la regulacion de la activaciéon del sistema de complemento)*. A
continuacion, otras dos proteinas de superficie de la membrana externa bacteriana
asociadas a opacidad (Opa y Opc) se unen respectivamente al receptor CD66
(molécula de adhesion celular del antigeno carcino-embrionario, CEACAM) y a los
receptores de proteoglicanos heparan sulfato de la mucosa nasofaringea del huésped,
estimulando la entrada del meningococo en las células en forma de vacuolas
fagociticas capaces de atravesar la barrera mucosa®. Tanto los pili tipo 1V como Opa y
Opc experimentan variacion de fase durante este proceso.
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Los meningococos capsulados son los Unicos capaces de penetrar la mucosa
nasofaringea y por tanto, de producir enfermedad. Dos proteinas de la membrana
externa bacteriana parecen estar implicadas en la supervivencia de los meningococos
en el interior de las células epiteliales: la proteasa Inmunoglobulina A1 (degrada la
glicoproteina de membrana asociada al lisosoma, LAMP1) y la proteina porB (frena la
maduracion del fagosoma)'. Ademas, la propia capsula facilita la supervivencia
intracelular proporcionando una mayor resistencia frente a los péptidos antimicrobiales
cationicos. Asimismo, la capacidad del meningococo de quelar hierro del huésped a
través de sistemas de transporte especializados, facilita su replicacion intracelular*®.

La internalizacion y supervivencia del meningococo en vacuolas dentro del
epitelio respiratorio no ciliado del huésped resulta en la colonizaciéon nasofaringea y
adquisicién del estado de portador, el cual representa la fuente mas comun de

transmisién de la infeccién.

2.1.5.2. Estado de portador nasofaringeo

Se estima que en situaciones no epidémicas, entre el 5-10% de la poblacién adulta es
portadora nasofaringea asintomatica de cepas de N. meningitidis, la mayoria no
patogénicas®. Diversos factores se han asociado a la adquisicién del estado de
portador. En primer lugar, la prevalencia del estado de portador varia con la edad,
incrementando desde menos del 1% en lactantes hasta un 15-25% en adolescentes®’.
probablemente consecuencia, entre otros factores, de cambios en los habitos de
conducta. Ademas, el riesgo de ser portador aumenta con agentes que danan la
mucosa respiratoria alta como la exposicion activa o pasiva al tabaco, las
coinfecciones respiratorias o la baja humedad ambiental. La colonizacion nasofaringea
también aumenta sustancialmente en grupos de poblacién cerrados y con
hacinamiento (p.ej. ejército, residencias de estudiantes, peregrinaciones, etc), y con el
contacto intimo con portadores. Otros factores que han sido asociados al estado de
portador son la secrecién de la glicoproteina de los antigenos de grupo sanguineo
ABO y determinados grupos étnicos*®.

En la mayoria de individuos, el estado de portador es asintomatico e
inmunizante, y puede durar desde dias a afios®. Se han descrito tres tipos de
portadores: transitorios, en los que el estado de portador es muy corto (dias,
semanas); cronicos, cuando este estado se mantiene durante largos periodos de

tiempo, de hasta 2 o mas afnos; e intermitentes, cuando presentan colonizaciones
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repetidas durante cortos periodos de tiempo. Algunas cepas de meningococo son
altamente transmisibles, en general las del serogrupo C, por lo que rara vez producen
un estado de portador.

Asi, en respuesta a la colonizaciéon nasofaringea de cepas patogénicas y no
patogénicas de meningococo u otras especies de Neisseria antigénicamente
relacionadas, la mayoria de personas produce anticuerpos opsonizantes o bactericidas
que les confieren proteccion contra la infeccién. Sin embargo, en un nimero pequeno
de casos, los meningococos logran atravesar la barrera mucosa respiratoria, invadir el
torrente sanguineo y causar EM invasiva. Esta ocurre habitualmente en un periodo
breve de tiempo tras la adquisicién de la infeccion, relacionandose mas con la
transmision que con el estado de portador. Asi, la probabilidad de desarrollar EM
disminuye drasticamente a los pocos dias de la infeccién, siendo muy improbable tras
10-14 dias*, tiempo que se estima necesario para la produccién de anticuerpos.

2.1.5.3. Enfermedad meningocécica invasiva

Una vez colonizada la barrera mucosa respiratoria, en un pequefio nimero de casos
N. meningitidis invade el torrente sanguineo, probablemente a través de capilares y
vénulas del tejido submucoso subyacente. La bacteriemia puede ser transitoria, o
resultar en EM invasiva. De este modo, los meningococos pueden diseminarse e
invadir otros tejidos causando EM focal (meningitis principalmente), o inducir una
respuesta inflamatoria sistémica que puede conducir en pocas horas a un shock
septico fulminante y fracaso multiorganico en hasta un 30% de los nifios con
infecciones por los serogrupos B y C*. La propensién marcada a invadir las meninges
y la capacidad de proliferar rapidamente en la sangre conduciendo al shock hacen al
meningococo Unico entre los patdgenos humano. Ademas, N. meningitidis puede
extenderse de la nasofaringe a las superficies epiteliales adyacentes, provocando
ocasionalmente infecciones locales como neumonia, sinusitis u otitis media. En casos
aislados la meningococemia puede cronificarse, dando lugar a una entidad clinica

caracteristica®'.

2.1.5.3.1. Enfermedad meningocdcica invasiva: factores de riesgo

Los mecanismos que determinan la transicién de colonizacion a EM invasiva no estan

completamente dilucidados, pero se cree que son el resultado de una combinacion de
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factores de virulencia del patégeno, susceptibilidad del huésped, presencia o no de
anticuerpos bactericidas capaces de activar la bacteriolisis mediada por complemento
o la opsofagocitosis, y factores socio-ambientales (Figura 5).

Portador Enfermedad
nasofaringeo » meningocécica
invasiva

Factores
Factores del huésped Factores

del patégeno socioambientales

» Capsula polisacarida e Edad: <1 afio * Exposicion a tabaco
e |inajes hiperinvasivos 0 15-24 afios * Hacinamiento
s Anticuerpos * Pobreza
bactericidas * Estacion fria o seca
U opsonizantes » Contacto con
e Infeccion respiratoria enfermedad
previa meningococica
s Inmunodeficiencia
humaoral

» Déficit del sistema
del complemento

¢ Polimorfismos
genéticos

Fig. 5. Factores que condicionan la transicion del estado de portador a enfermedad meningocdcica
43

2.1.5.3.1.1. Factores del patégeno

N. Meningitidis normalmente actia como bacteria comensal, exclusivamente en los
humanos. Solamente una minoria de las bacterias aisladas a partir de muestras
nasofaringeas causa enfermedad invasiva posterior. El meningococo que conduce a
una enfermedad invasiva posee una capsula que le confiere proteccion frente a los
mecanismos de defensa del huésped. Ademas, ciertas adhesinas (como los pili), los
factores que actian sobre la adquisicion de nutrientes y los mecanismos especificos
para adquirir hierro de la lactoferrina, la transferrina y la hemoglobina del huésped dan
potencia a la patogenicidad de la bacteria. Pero el factor de virulencia mas importante
es la capacidad de liberar vesiculas de la membrana externa, que consisten en
lipooligosacaridos (endotoxinas), proteinas de membrana externa, fosfolipidos y
polisacaridos capsulares. EI meningococo es capaz de llevar a cabo su propia
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autolisis, liberando asi ADN y componentes de la pared bacteriana, lo cual
desencadena una potente respuesta inflamatoria en el huésped. Las razones por las
que un determinado clon bacteriano conlleva a una enfermedad invasiva no se
conocen en profundidad. No obstante, se sabe que poseen caracteristicas antigénicas
que no son reconocidas por el huésped consiguiendo burlar los mecanismos de
respuesta inmune adaptativa™*>.

Por tanto, la capsula polisacarida del meningococo es el factor mas
determinante de la virulencia de la bacteria, ya que sélo los meningococos capsulados
son capaces de penetrar en las células epiteliales. Por otra parte, los linajes
hiperinvasivos de meningococo producen un mayor riesgo de transmisién y

desarrollo de la enfermedad.

2.1.5.3.1.2. Factores del huésped

- Edad: Factor importante de riesgo de EM, tal y como se demuestra con la variacién
en la incidencia de EM segun la franja etaria. La maxima incidencia de EM invasiva
ocurre en lactantes, seguida de niflos de 1 a 5 afos y con un tercer pico de
incidencia en adolescentes de 15 a 19 afios®. El serogrupo B afecta sobre todo a
los menores de 5 afos; el serogrupo C tiene una distribucion mas bimodal,
afectando tambien a los adolescentes (15-19 afos); el serogrupo A afecta mas a los
adultos jévenes (15-19, 25-44 y 10-14 afos) y el serogrupo Y afecta
fundamentalmente a mayores de 65 afios'>**°.

La incidencia de la enfermedad en el neonato es baja, debido a la presencia de
anticuerpos maternos; a estas edades las manifestaciones clinicas son
extremadamente graves. Dentro del grupo de enfermos menores de 1 afno, los de 6-
9 meses son los mas afectados y los menores de 3 meses los que tienen un cuadro
mas leve.

La mortalidad es mayor en los mas jovenes (0-3 anos). EI meningococo C, en
particular, ocasiona una mayor mortalidad en los adolescentes y adultos jovenes*'.

- Sexo: Se ha observado una mayor morbilidad en los varones (razén de
masculinidad: entre 1.2 y 1.4), mientras que la mortalidad es mayor en las mujeres
(raz6n de masculinidad: 0.9)*.

- Anticuerpos opsonizantes o bactericidas: La produccion de estos anticuerpos en
respuesta al estado de portador nasofaringeo, confiere proteccién contra la
infeccién. Por tanto, la ausencia de estos anticuerpos protectores se considera el
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factor individual predisponente mas importante para el desarrollo de EM invasiva.
De hecho, el pico de incidencia de EM en lactantes (a partir del 6° mes de vida)
coincide con la pérdida de los anticuerpos transferidos por la madre®®.

- Infecciones respiratorias previas: Se ha observado una asociacion de las
infecciones — especialmente por virus Influenza, adenovirus, virus respiratorio
sincitial y Mycoplasma pneumoniae — con la enfermedad meningocécica. La
interaccion entre las infecciones respiratorias viricas y las bacterianas se debe a
que las primeras lesionan los mecanismos de auto depuracién bacteriana de la
mucosa rinofaringea, al destruir el epitelio ciliado, inhibir el poder fagocitario de los
leucocitos y producir modificaciones fisicoquimicas de las secreciones

19659 No obstante, recientemente un estudio de casos y controles

respiratorias
llevado a cabo por Dunlop y colaboradores®® concluye que el virus respiratorio
sincitial no aumenta la susceptibilidad de desarrollar enfermedad meningocdcica.

La colonizacién entérica por gérmenes de los géneros Bacillus y Micrococcus, que
comparten antigenos de superficie con meningococo, puede influir en la
presentacion epidémica de la enfermedad. Estos gérmenes, debido a fenémenos
de inmunidad cruzada, producen IgA sérica y secretora antimeningococo, que no
solo no lisa, sino que bloquea el proceso litico de la IgG y de la IgM. Ello se
demostrd al comprobar que, eliminando la IgA del suero de soldados susceptibles,
se restablecia la actividad bactericida frente al meningococo. Por tanto, la
presentacion epidémica de la enfermedad meningocdcica podria depender no sélo
de la transmision aérea del meningococo sino también de la transmisién fecal-oral
de estos germenes™.

- Inmunidad humoral: Desempefia un papel trascendental en la defensa frente a la
enfermedad meningocdécica, como lo corrobora el hecho de que se afecten
fundamentalmente los nifios, la presentacion en ciclos epidémicos, la existencia de
inmunidad permanente tras la curacion y la agrupacion geogréfica de determinados
tipos de anticuerpos antimeningocécicos. En los nifios de corta edad, la incidencia
de la enfermedad esta relacionada con la desaparicién de los anticuerpos maternos
que existen hasta el cuarto mes de vida. Es casi imposible detectarlos desde esa
edad hasta alrededor de los 8 meses, momento en que se elevan
progresivamente®’.

- Sistema del complemento: Individuos con déficits congénitos o adquiridos en la
via terminal comun del complemento (C3, C5-C9) o del factor D presentan mayor
riesgo de padecer infecciones recurrentes por meningococo. Asimismo el déficit o
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disfuncion de la properdina incrementa el riesgo tanto de adquisicion de la EM
como del desarrollo de una forma grave de la misma®. Se trata de un trastorno
genético ligado al cromosoma Y, lo que ayudaria a explicar el patron de predominio
masculino'3*%®, Los déficits de proteina C o proteina S, asi como la expresién
endotelial disminuida de los receptores de trombomodulina y proteina C
predisponen a una mayor gravedad de la EM y al desarrollo de purpura fulminans.
Miscelanea: Personas con enfermedades crénicas como sindrome nefrético, lupus
eritematoso sistémico o insuficiencia hepatica, o con infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana, probablemente tienen mayor riesgo de EM, pero muy
inferior a la susceptibilidad que presentan frente a otras infecciones como S.
pneumoniae, al igual que las personas con asplenia anatémica o funcional.
Factores genéticos del huésped. En los ultimos afos han adquirido especial
relevancia. El papel de la genética del huésped tanto en la susceptibilidad, como en
la presentacién y prondstico de la EM, especialmente variaciones en el gen del
factor H del complemento, condicionan una mayor o menor resistencia a la
enfermedad. El conocimiento de este condicionante genético es, precisamente, el
punto de partida de la presente tesis.

2.1.5.3.1.3. Factores ambientales

30

El hacinamiento (en ejército, prision, peregrinaciones, residencias de estudiantes),
medido por el volumen de aire por habitante en la casa, favorece la presentacién de
la enfermedad. Es el factor mas claramente asociado con la prevalencia elevada de
portadores’.

El nivel socio-econdmico bajo, muchas veces ligado al hacinamiento, también se
ha asociado con mayor nimero de casos.

La convivencia cercana o contacto intimo con portadores nasofaringeos u otros
casos de EM, incrementa también el riesgo de adquisicion y desarrollo de la
enfermedad. El ambiente en el que existe mayor riesgo de adquirir la infeccién
meningocdcica es el familiar, entre las personas que conviven en la misma casa y
sobre todo entre las que duermen en la misma habitacién. En estos casos se han
observado tasas de ataque secundario de 2.2 a 2.8 por cada 1.000 habitantes,
valores mil veces mayores que los observados en la poblacion (0,23 por cada
100.000 habitantes). Las tasas de ataque secundario en epidemias son mucho mas
altas que las halladas en investigaciones de casos esporadicos'. Durante mucho
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tiempo se atribuyd gran importancia al ambiente escolar como factor de riesgo,
hasta el punto de adoptarse el cierre de centros tras la presentacion de casos. En la
actualidad, todos los expertos en la materia coinciden en senalar que el medio
escolar no representa un mayor riesgo de adquirir la enfermedad meningocdcica.
Excepto viviendas, cuarteles, internados y guarderias infantiles, los restantes
ambientes como hospitales, fabricas, etc, no representan un mayor riesgo de
adquirir la enfermedad. Se ha descrito un mayor riesgo en los militares en épocas
de movilizacion, favorecido por el hacinamiento en los barracones, el estrés y el
cansancio. En general, puede afirmarse que el riesgo de contraer la enfermedad es
incierto en las personas que no son convivientes domiciliarios, entendiéndose por
tales los que duermen en la misma casa'.

- Estacion/condiones ambientales: La enfermedad meningoc6cica se presenta en

ondas multianuales, con epidemias cada 10-12 anos. En las zonas templadas del
hemisferio norte, el afo epidemiologico de la enfermedad meningococica abarca de
julio a junio; la mayoria de los casos se presentan en los meses de invierno y
primavera, lo que se ve favorecido por factores como la mayor concentracion de
personas en locales cerrados, la baja humedad y el frio®.
La enfermedad meningocécica a través de ondas epidémicas extensas
ocasionadas por el meningococo A causa miles de muertes en el llamado “cinturdn
de la meningitis” del Africa subsahariana. Este cinturén se define entre las latitudes
4° y 162 norte. La predominancia geografica de las epidemias y su mayor incidencia
en estaciones secas asi como el descenso de la misma con el comienzo de las
lluvias sugieren el posible papel que juegan los condicionantes medioambientales,
si bien se desconocen los mecanismos concretos. Se ha postulado que el bajo nivel
de humedad y el polvo del desierto pueden alterar la barrera mucosa y/o inhibir los
mecanismos de defensa inmune, lo cual favorece la invasion®. Un reciente anélisis
de la distribucion epidémica y ambiental de la enfermedad indica que los perfiles de
humedad y el tipo de superficie terrestre marcan las areas de alto y bajo riesgo de
epidemia asi como la alta densidad poblacional y el polvo del desierto presente en
algunas regiones®.

- La exposicion activa o pasiva al tabaco: El efecto del tabaco se cree relacionado
con el dafio que provoca en el epitelio respiratorio, y la subsiguiente disminucién de

la funcién mucociliar y reduccion del aclaramiento bacteriano.
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2.1.5.3.2. Meningococemia y respuesta inflamatoria sistémica

La respuesta inflamatoria inducida por N. meningitidis ha sido estudiada extensamente
tanto en pacientes como en diversos modelos experimentales. Una vez alcanza el
torrente sanguineo, el meningococo es reconocido por el sistema inmunolégico innato
del huésped, e induce una respuesta inflamatoria exagerada y destructiva en la
vasculatura, corazon, rifones y resto de 6rganos. La activacion de dicho sistema
supone la liberacion de citocinas proinflamatorias, la activacion del sistema del
complemento y la activacion descontrolada de la cascada de la coagulacion. Esta
potente respuesta inmunoldgica resulta clinicamente en un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, lesion endotelial y fuga capilar, coagulacion vascular
diseminada, rash purpurico caracteristico y shock. La combinacién de hipoperfusion
tisular y coagulopatia puede conducir al fallo multiorganico y necrosis de las
extremidades en casos graves, resultando en ocasiones en la muerte del paciente en

horas o dejando secuelas permanentes en los supervivientes (Figura 6).
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Fig. 6. Fisiopatologia de la sepsis meningocdcica. Consecuencias clinicas de la activacion de la
respuesta inflamatoria, la cascada de la coagulacion y el sistema del complemento43.

2.1.5.3.2.1. Mediadores inflamatorios

- Lipooligosacarido (LOS, endotoxina): Es el factor mas importante de virulencia
del meningococo y un elemento crucial en la patogenia de la EM. EI LOS de N.
meningitidis es bioquimicamente similar al lipopolisacarido de la pared celular de las
bacterias gram negativas, aunque su componente sacarido carece de cadena

lateral (O-antigeno). Asi el LOS meningocécico contiene s6lo dos cadenas cortas
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de sacaridos unidas al subcomponente lipidico A conservado, que actia como
endotoxina. La endotoxina es la responsable principal de la potente actividad
biol6gica del LOS en el huésped. En funcion de su especificidad por anticuerpos, se
han descrito 12 inmunotipos diferentes de LOS.

Una vez alcanza el torrente sanguineo, N.meningitidis libera masivamente
endotoxinas dentro de estructuras vesiculares cubiertas de membrana celular
externa, que contienen a su vez fosfolipidos, polisacaridos capsulares y otras
proteinas de membrana, activando una intensa respuesta inflamatoria.

En las ultimas décadas, se ha avanzado mucho en el conocimiento de la respuesta
inmunoldgica innata del huésped frente a la infeccién, habiéndose descrito lo que
se han denominado patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP). Los
PAMP son receptores no clonales localizados en células del sistema inmunolégico
innato, capaces de reconocer ciertas estructuras moleculares conservadas dentro
de una misma clase de patégenos, y desencadenar respuestas inmunoldgicas
innatas diferenciadas.

Hoy sabemos que los receptores Toll-like 4 (TLR4) juegan un papel clave en la
respuesta innata y patogenia de la EM, al reconocer especificamente el
lipopolisacarido de microorganismos gram negativos, y desencadenar
subsiguientemente una potente respuesta inmunolégica diferenciada®. Asi, la
endotoxina meningocécica se une a los TLR4 de monocitos-macrofagos,
previamente asociados a la proteina MD-2 (Myeloid Differentiation protein) y al
CD14%*. La unién de la endotoxina al TLR4 genera una sefial transmembrana, que
resulta finalmente en la produccion masiva de citocinas pro-inflamatorias (TNFa,
IL1, IL6, IL8, etc), mediante la activaciéon del factor nuclear kB (NFkB) y otras vias
de citosinas. Esto se traduce clinicamente en un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica, vasculitis y fuga capilar generalizada, coagulacion
intravascular diseminada (CID) y shock, tan caracteristicos de la sepsis
meningocacica.

Curiosamente, diversos estudios han demostrado una correlacién estrecha entre los
niveles de LOS circulantes y la gravedad y pronéstico de la sepsis meningocécica®.
Ademas, se ha demostrado la presencia de LOS en altas concentraciones en el
liquido céfalo-raquideo (LCR) de pacientes con meningitis meningocécica®.

Por otro lado, otras moléculas bacterianas distintas a los LOS también parecen
capaces de activar el sistema inmunolégico innato del huésped, aunque de forma

mas débil y con significado incierto en la fisiopatologia de la EM. Entre ellas, la
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porina PorB activa la via del TLR2, el ADN meningocécico activa el TLR9 y
determinados fragmentos de los peptidoglicanos pueden activar NOD1 y NOD2.

- Citocinas: La liberacion de las citocinas es un fenédmeno clave en la patogénesis
de la sepsis meningocécica. En respuesta al LPS bacteriano, los monocitos y
macréfagos se activan y liberan al torrente sanguineo grandes concentraciones de
citocinas proinflamatorias, junto con otras sustancias como el 6xido nitrico (NO),
leucotrienos, prostaglandinas, o el factor activador de plaquetas. Todos estos
productos contribuyen a conformar la potente respuesta inflamatoria del huésped
contra la infecciébn, habiéndose observado wuna correlacién entre las
concentraciones plasmaticas de muchas de ellos y la gravedad y prondstico de la
EM®,

Entre las citocinas proinflamatorias producidas se encuentran el factor de necrosis
tumoral a (TNF-a) y las interleucinas IL-1, IL-6, IL-8, e IL-12. Las mas relevantes y
primeras en desencadenar la potente cascada inflamatoria son el TNF-ay la IL-1.

El TNF-a se considera el principal responsable del shock séptico asociado a la
meningococemia. Su liberacién produce la activacion local del endotelio vascular,
con la consiguiente liberacion de 6xido nitrico, vasodilatacién y aumento de la
permeabilidad vascular. Ademés, el TNF-a activa y aumenta la adhesion
plaquetaria, siendo clave en la patogénesis de la coagulacién vascular diseminada
caracteristica de la EM. El TNF-a es también un pir6geno endégeno, y estimula la
produccién de IL-8, favoreciendo la quimiotaxis de linfocitos y polimorfonucleares®®.

Por su parte, la IL-1 induce la liberacion de histamina por los mastocitos,
contribuyendo asi a la vasodilatacién periférica y fuga capilar. Ademas, induce
fiebre a través de la produccion de prostaglandinas, promueve la sintesis hepatica
de proteinas de fase aguda, e induce la liberacién de IL-6 e IL-8. Todo ello
contribuye a la intensa respuesta inflamatoria del organismo frente al meningococo,
mediante la activacion de los linfocitos T-helper.

Las concentraciones plasmaticas de IL-6 aumentan algo mas tardiamente, y se
mantienen elevadas hasta la recuperacion clinica, al contrario de lo que sucede con
el TNF-a o la IL-1, cuyas concentraciones declinan rapidamente. La IL-6 se produce
por monocitos/macrofagos, fibroblastos y células endoteliales en respuesta al LOS
y a la IL-1. Entre otros efectos, la IL-6 estimula la sintesis de proteinas de fase
aguda, sobre todo de fibrinbgeno, promueve la diferenciacion de linfocitos B hacia
células plasmaticas productoras de anticuerpos y facilita la maduracién de
precursores hematopoyéticos. Ademas, ha demostrado jugar un papel esencial en
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la disfuncion miocardica asociada a la EM, correlacionando su concentracion sérica
con la gravedad de la enfermedad.

La IL-8 es un potente factor quimiotactico y activador de los neutréfilos. Estos
migran a las zonas de inflamacion y se adhieren a las células endoteliales de la
vasculatura periférica. Curiosamente, la leucopenia se ha relacionado con la
gravedad de la EM. La degranulacion local de los neutréfilos desencadena una
tormenta de enzimas proteoliticas y radicales libres, que ademas de facilitar la lisis
bacteriana, contribuye ain mas al dafo endotelial vascular.

Por otro lado, la IL-12 parece ser importante en la diferenciacion de los linfocitos
Th1, y en la produccion de INF-y por los linfocitos T y las células natural killer (NK).
Los niveles de IL-12 en la sepsis meningocdécica también se han correlacionado con
el prondstico y gravedad de la enfermedad”.

Tras su liberacion aguda, las concentraciones sistémicas de TNF-a y del resto de
citocinas proinflamatorias (a excepcion de la IL-6), sufren un descenso rapido. Esto
sugiere que tras un estado proinflamatorio inicial, existe una transicién a un estado
antiinflamatorio, en el que predominan citocinas contrarreguladoras como el
antagonista del receptor IL-1 (IL-1Ra), los receptores solubles del TNF (sTNFRs) y
la IL-10. De hecho, se cree que el balance entre las citocinas proinflamatorias y sus
antagonistas pueda influenciar el pronéstico de la EM. Asi, el IL-1Ra es capaz de
modular la accién de la IL-1 mediante su unién competitiva al receptor, mientras
que la union del TNF-a a sus células diana induce la liberacion de receptores
solubles de TNF (sTNFR) que intentan proteger a la célula de la activaciéon del TNF-
a. Por otro lado, la IL-10 es la principal citocina antiinflamatoria e inmunosupresora,
capaz de inhibir la sintesis de TNF-a o IL-1, entre otras. Ademas, la IL-10 estimula
la produccién de IL-1Ra y sTNFR y es un potente supresor de la actividad
procoagulante del LPS sobre los monocitos.

Oxido nitrico: Es un potente vasodilatador derivado del endotelio, que controla el
tono vascular en reposo. En respuesta a la inflamacion, las células endoteliales
producen la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS) que provoca la liberacién
masiva de NO. Esta superproduccion de NO provoca la vasodilatacion periférica,
hipotensiéon y alteracion de la contractilidad miocardica. Se ha demostrado la
presencia de concentraciones elevadas de metabolitos del NO en la EM. Diversos
intentos terapéuticos con inhibidores de la sintasa de O6xido nitrico no han

demostrado ser eficaces en el tratamiento de la sepsis meningococica.
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Complemento: El sistema del complemento es esencial en la defensa innata del
huésped frente a la infeccion meningococica. Ademas, es un importante mecanismo
efector de la inmunidad adaptativa, ya que contribuye a la opsonizaciéon y lisis
bacteriana en presencia de anticuerpos. Este papel clave del complemento en la
defensa del huésped frente a la EM se pone de relieve en individuos con déficit
congénito o adquirido de las proteinas del complemento, incluyendo properdina y
factor D, quienes presentan un riesgo significativamente mayor de adquirir EM a lo
largo de sus vidas’'.

Mas alla de su funcion protectora frente a la adquisicién de la infeccion, el sistema
del complemento se halla también ligado a la respuesta inflamatoria y activacion de
la coagulacion. En condiciones normales, el sistema del complemento esté
altamente controlado por distintas proteinas reguladoras. Factores de membrana
como el CD46, proteinas plasmaticas como el Ci-inhibidor o el factor H del
complemento (inhibidor clave de la via alternativa del complemento) controlan la
activacion inapropiada de este sistema, evitando el dafno a las propias células del
huésped’®. Prueba de la importancia del factor H en el proceso de defensa de
nuestro organismo frente al meningococo, es que éste dispone de receptores
especificos para ligar el factor H humano (fHbp), y evadir asi nuestra sistema
inmunoldgico innato. De esta manera, en respuesta a la invasion y proliferacion del
meningococo en el organismo, se produce una activacion extensa y descontrolada
de la cascada del complemento, en particular de la via alternativa, jugando un papel
critico en la patogénesis de la EM y en el dafio tisular resultante”. De hecho se ha
visto que los individuos con déficit de las proteinas del complemento, a pesar de
tener un aumento del riesgo de adquirir la enfermedad, suelen tener una evolucién
menos grave, tal vez reflejando el hecho de que estos casos son mas
frecuentemente causados por grupos capsulares infrecuentes como W135 o X.
Existen 2 vias principales de activacion del sistema de complemento: la via clasica,
mediada por anticuerpos, y la via mas recientemente descrita, ligada a la lectina de
unién a manosa (MBL) que se inicia tras la unién de la MBL a los carbohidratos
microbianos. Ademas, existe una tercera via alternativa que se activa tras la union
directa de componentes del complemento a la superficie del patégeno y que
amplifica la accién de las dos vias iniciales®®. Cada via supone una serie de pasos
proteoliticos que activan en cascada al resto de factores del complemento (Figura
7).
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Fig. 7. Vias de activacion del sistema del complemento. Modificado de Ricklin B et al*.

Asi pues, el sistema del complemento reconoce al meningococo y se activa. Esto pone
en marcha una cascada de fendbmenos que contribuyen a la respuesta inflamatoria del
huésped contra la infeccién. Entre ellos se encuentran la opsonizacién y fagocitosis del
meningococo por macrofagos y neutrdéfilos; la lisis bacteriana a traves del complejo de
ataque de membrana C5-9; y la retroalimentacién de la respuesta inflamatoria via
fragmentos del complemento (C3a, C4a y Cb5a)”. Estos Ultimos,
llamados anafilotoxinas, se unen a basoéfilos e inducen su degranulacion, con la
consiguiente liberaciéon de histamina, vasodilatacién y aumento de la permeabilidad
capilar. Asimismo, las anafilotoxinas aumentan la adherencia de monocitos
y neutréfilos al endotelio para iniciar su extravasacion y contribuyen al dafo tisular
observado en la EM.

2.1.5.3.2.2. Lesién endotelial y fuga capilar

Durante la fase inicial de la sepsis meningocdcica, el LOS, las citocinas y otros

mediadores inflamatorios (leucotrienos, tromboxano A, cininas, factores de
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complemento, etc) danan y activan el endotelio vascular, el cual sufre un cambio de
estructura y funcion®. Las células endoteliales se redondean, aumentan su
adhesividad a los leucocitos, liberan 6xido nitrico y citocinas inflamatorias, y pasan de
un estado anticoagulante a uno procoagulante. La destruccion o disfuncién de los
glicosaminoglicanos (GAG) de la superficie endotelial, responsables de mantener la
unién entre las células y restringir su permeabilidad a proteinas con carga eléctrica
negativa como la albumina, aumenta la permeabilidad del endotelio vascular, lo que
resulta en la caracteristica fuga capilar y edema. Estudios anatomopatol6gicos de
lesiones cutaneas de nifios con sepsis meningocécica han demostrado meningococos
en el interior de células endoteliales, rodeados de complemento y depédsitos de

inmunoglobulinas®.

2.1.5.3.2.3. Coagulacion y fibrinolisis

Los trastornos de la coagulacion y fibrinolisis son caracteristicos de los pacientes con
EM, observandose un disbalance profundo entre la activacién excesiva del sistema de
coagulacion, la inhibicion de la fibrinolisis y sus respectivos moduladores. En
respuesta a las altas concentraciones de endotoxina y TNF-a, se activa potentemente
la cascada de la coagulacién, tanto por la via extrinseca (induciendo la expresion
masiva del factor tisular en células endoteliales y monocitos que activara a su vez al
factor VII), como por la via intrinseca (factor XIl). La manifestacién mas grave de esta
coagulopatia es la coagulacion intravascular diseminada (CID), que conduce a
microtrombosis generalizada y diatesis hemorragica por consumo. Asi, aunque los
tiempos de coagulacion del paciente puedan estar muy alargados, existe una
tendencia general a la trombosis, con trombocitopenia marcada secundaria al
consumo rapido de plaquetas activadas. La CID contribuye de manera critica a la
patologia y prondstico de la sepsis meningococica, agravando la hipoperfusion e
hipoxia tisular que conducen al fallo multiorganico fulminante y muerte del paciente’®.
A nivel microscopico, la CID se traduce en dafo endotelial difuso y microtrombos
de fibrina ricos en leucocitos en arteriolas y capilares, muchas veces con la presencia
de meningococos en las lesiones. La hemorragia focal y necrosis secundaria que se
manifiesta inicialmente como purpura cutédnea, puede afectar a la totalidad de los
organos, incluyendo corazén, sistema nervioso central, o glandulas suprarrenales, las
cuales son particularmente vulnerables®™. La hemorragia suprarrenal masiva sin

vasculitis, conocida como sindrome de Waterhouse-Friderichsen, es comin en la

39



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Revision del problema

meningococemia fulminante y puede resultar en una insuficiencia suprarrenal aguda,
gue aun sin ser la causa primaria del fracaso cardiovascular, complica aun mas el
manejo clinico de estos pacientes.

De forma concomitante, los anticoagulantes naturales del organismo y el sistema
de la fibrinolisis se activan y consumen en respuesta a la CID. Asi, las concentraciones
plasmaticas de proteina C, proteina S y antitombrina Ill en pacientes con sepsis
meningocdcica grave se encuentran marcadamente disminuidas, con la consiguiente
elevacion de complejos trombina-antitrombina y plasmina-antiplasmina circulantes,
reflejo de la activacion descontrolada de la trombina y plasmina respectivamente’’. La
proteina C se activa a través del complejo trombina-trombomodulina de la células
endoteliales, inhibiendo los factores de coagulacién Va y Vllla. Intentos terapéuticos
con proteina C activada parecen indicar un beneficio en el tratamiento de la purpura
fulminans meningocécica, pero no han proporcionado resultados concluyentes’. Por
otro lado, la cascada de la fibrinolisis, iniciada por la accién del activador tisular del
plasminégeno (tPA), es contrarregulada por el enzima inhibidor del tPA (PAI-1). De
hecho, en pacientes con EM fulminante y CID se observan concentraciones circulantes
de PAI-1 significativamente superiores a las de tPA, lo cual indica una inhibicién
significativa de la fibrinolisis y una tendencia procoagulante. Estos altos niveles
plasmaticos de PAI-1 han demostrado ser un importante predictor de fatalidad. Asi, un
polimorfismo genético en la regién promotora del gen que codifica el PAI-1 (4G/5G) y
que resulta en concentraciones especialmente elevadas de PAI-1, se ha
correlacionado directamente con la mortalidad de la EM”®®. De similar modo, Binder et
al han demostrado una correlacion entre el polimorfismo 4G4G del mismo gen y el
desarrollo de CID en la sepsis meningocécica®.

2.1.5.3.2.4. Disfuncion miocardica

El desarrollo progresivo de inestabilidad hemodinamica es caracteristico de la sepsis
meningocdcica, pudiendo resultar en un fracaso multiorgénico fulminante y muerte del
paciente en horas. A pesar de que la causa inicial del fracaso cardiovascular es el fallo
circulatorio periférico, hoy sabemos que la funcion miocardica se encuentra deprimida
en un gran nuamero de casos, causando shock grave refractario a inotropicos. De
hecho, la disfuncién miocardica es mas prevalente y marcada en la sepsis
meningocécica que en otras formas de bacteriemia por gram negativos. Estudios
postmortem han demostrado la presencia de miocarditis histolégica en mas de la mitad
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de pacientes fallecidos por EM®2. Asi pues, la disfuncién miocardica ha demostrado ser
un importante marcador pronéstico en la sepsis meningocécica, contribuyendo de
forma critica a la letalidad de la infeccion.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, diversas citocinas proinflamatorias
ejercen una accion depresora sobre el miocardio. De todas ellas, la méas relevante es
la IL-6, como han podido demostrar los estudios realizados por Pathan N. et af°. La
unién de IL-6 a su receptor en los miocitos causa la homodimerizacién del receptor de
membrana gp130 y la activacion de proteinas tirosina quinasas y de multiples factores
de transcripcién, que conducen a la activacion de la via de la quinasa p38MAPK (p38
mitogen-activated protein kinase), se cree que responsable ultima del efecto depresor
miocéardico de la IL-6 en la sepsis meningocdcica. Estos estudios han demostrado,
ademas, que la IL-6 no solo reduce la contractilidad basal del miocito in vitro, sino su
respuesta a la isoprenalina; y que la inactivacion de p38MAPK logra restaurar la
sensibilidad del miocito al inotropico®.

2.1.5.3.3. Meningitis

A partir de la diseminacién hematbgena, la infeccibn meningea sucede en mas del
50% de los pacientes de EM. Se trata de la presentacion clinica mas frecuente de la
enfermedad, pudiendo acompafarse de sepsis en un 10-15% de casos*’. El escaso
nuamero de bacterias identificadas capaces de invadir las meninges sugiere que son
necesarios factores de virulencia especificos para lograr penetrar el espacio
subaracnoideo. N. meningitidis es el patégeno conocido con una afinidad mayor por
invadir las meninges.

En los casos de meningitis, tras una bacteriemia de mayor o menor grado, N.
meningitidis alcanza la barrera hemato-encefalica (BHE) del huésped y se adhiere a su
endotelio, pudiendo replicarse y formar microcolonias en la superficie apical de las
células. El nivel de bacteriemia esta directamente correlacionado con la invasion
meningea de la bacteria, probablemente debido al aumento proporcional de la
probabilidad de interaccion del meningococo con la BHE. Una vez unido a la superficie
endotelial, N. meningitidis penetra en el espacio subaracnoideo del huésped,
posiblemente tras experimentar variacion de fase de sus fimbrias. El lugar preciso y
mecanismo de entrada de la bacteria en el LCR no ha sido aun completamente
dilucidado. Inicialmente se creyd que el meningococo utilizaba preferentemente los

plexos coroideos de los ventriculos laterales para atravesar la BHE. Sin embargo, la
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meningitis deberia asociarse a ventriculitis en este caso, hecho no corroborado en la
clinica. Estudios recientes apuntan a que la adhesion bacteriana a las células
endoteliales induce una sefalizacion intracelular que resulta en la disrupcion de las
uniones intercelulares del endotelio y la transmigracién de los meningococos a través
del endotelio, con la consiguiente entrada en el espacio subaracnoideo®. El receptor
endotelial de adhesion meningocécica aun no se ha identificado, pero los pili tipo IV
son los responsables bacterianos de la interaccion inicial con la célula endotelial.

Una vez en el espacio subaracnoideo, carente de los principales mecanismos de
defensa humorales y celulares del huésped, la proliferacion bacteriana es exponencial,
alcanzando concentraciones de 3-5 logs, veces superiores que las presentes en
plasma. La liberaciéon de endotoxina en el LCR desencadena la activaciéon de citocinas
proinflamatorias y degranulacién de neutréfilos, provocando una respuesta inflamatoria
compartimentalizada, que se traduce clinicamente en un cuadro florido de meningitis
con rigidez de nuca y cefalea. A diferencia de lo que ocurre en pacientes con sepsis, el
nivel de citocinas en LCR no se ha correlacionado con la gravedad o prondstico del
cuadro.

A nivel anatomo-patoldégico, la meningitis se caracteriza por la presencia de
células inflamatorias agudas en las leptomeninges y espacios perivasculares. La
cerebritis focal es un hallazgo infrecuente pero posible, que puede conducir a un
cuadro de edema cerebral y aumento de la presion intracraneal. La respuesta
inflamatoria es, sin embargo, la principal causa del dafno neurolégico asociado a la
meningitis meningocacica. Intentos de suprimirla mediante el uso de corticoides no
han proporcionado resultados concluyentes en estudios pediatricos, aunque parece

existir un beneficio en su uso en nifios de paises industrializados®.

2.1.6. Manifestaciones clinicas

La meningitis y la sepsis son las principales formas de manifestacion de la enfermedad
meningocdcica invasiva.

La meningococemia o sepsis meningocdécica fulminante, con o sin meningitis
asociada, es la forma mas temida de esta enfermedad, ya que tiene un curso
rapidamente progresivo y a menudo fatal. Aparece en un 20% a un 30% de las
infecciones meningocécicas'*’. Se debe a la accién de la endotoxina o lipopolisacarido
liberado por la bacteria, endotoxina que alcanza su mayor concentracién en sangre en

esta forma de presentacion de la enfermedad®®’. La meningococemia se caracteriza
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por lesiones purpuricas diseminadas que progresan y confluyen formando grandes
placas equiméticas, que cubren extensas areas de la piel (Figura 8). La enfermedad
progresa rapidamente a shock y fallo multiorganico. Es muy frecuente que no haya
meningitis o que en el LCR se visualicen o aislen meningococos sin que se produzca
pleocitosis, lo que traduce la incapacidad del sujeto para producir respuesta

inflamatoria.

Fig. 8. Manifestaciones cutaneas caracteristicas de la enfermedad meningocoécica. Lesiones
inicialmente petequiales y purpuricas (a y b), que pueden acaban confluyendo y formando placas
equiméticas, que cubren extensas areas de piel (c y d).

La trombosis generalizada ocasiona isquemia en tejidos cutdneos vy
subcutaneos, que en ocasiones condicionan amputaciones de miembros e injertos.
Entre los factores de mal prondstico se encuentran: la presencia de shock en la
presentacion inicial, un recuento leucocitario menor a 5000/mm3, trombocitopenia y
purpura fulminante®”.

La meningitis es la forma de presentacion del 50% al 70% de los casos de

enfermedad'*"®8. Sus sintomas son similares a los de las meningitis ocasionadas por
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otras bacterias, aunque los signos focales y el riesgo de secuelas suelen ser menores
que en las ocasionadas por neumococo o por H Influenzae®®. Entre un 20 y un 60% de
los pacientes, ademas, presentaran un rash purpurico acompafante. En los menores
de 2 afos la sintomatologia suele ser mucho més inespecifica.

Mucho mas infrecuente, y especialmente en adultos, la enfermedad
meningocdcica se puede manifestar de forma crénica con fiebre intermitente, de mas
de una semana de duracién, exantema localizado o generalizado (maculopapuloso,
vesicular, pustular, petequial o purpurico), y artralgias migratorias. Si no se trata, la

enfermedad se prolonga de 4 a 16 semanas*’ %

, aunque en ocasiones progresa a
otras formas mas graves. Clinicamente se asemeja a una vasculitis cutdnea o a una
artritis gonocécica reactiva.

Excepcionalmente, el meningococo puede ocasionar otras formas clinicas, como

artritis, conjuntivitis®, neumonia, endocarditis o pericarditis®'.

2.1.7. Diagnéstico

El diagnéstico precoz de la enfermedad meningocdcica invasiva es particularmente
dificil y requiere un elevado grado de sospecha clinica. En la mayor parte de los casos
los pacientes requeriran una actuacion médica inmediata, sin esperar a confirmaciones
microbiolégicas®®. La prueba diagndstica mas sensible es la reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR), que permite detectar directamente ADN meningocécico, y cuyo
resultado no se ve afectado por tratamiento antibidtico previo. Se utiliza también para
la identificacién definitiva de genogrupos (serogrupos) y genosubtipos (serosubtipos),
siendo la PCR en tiempo real o PCR cuantitativa la mas usada. No obstante, el cultivo
de la bacteria de un fluido corporal normalmente estéril, como la sangre o el liquido
cefalorraquideo (LCR), o la tincién de Gram del LCR, aun contindan siendo los
métodos mas ampliamente utilizados en el medio hospitalario, aunque es importante
resefar que la sensibilidad disminuye ostensiblemente si la muestra se obtiene tras
haber iniciado tratamiento antibi6tico®®. La positividad del hemocultivo en caso de
enfermedad meningocdcica invasiva baja de un 50% hasta un 5% cuando se ha
realizado tratamiento antibidtico previo®. Hay que tener en cuenta que la
concentracion de meninogococos en sangre puede ser baja, de menos de una unidad
formadora de colonias (UFC) por mililitro®” y probablemente no es constante en el
tiempo. Por ello se recomienda realizar al menos dos extracciones con la mayor

cantidad de muestra posible (5-10 mL por extraccion en adultos, y 1-3 mL en nifios).
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Una vez inoculados, los hemocultivos deben mantenerse a temperatura ambiente y ser
enviados al laboratorio lo antes posible.

El examen del LCR obtenido por puncién lumbar permite la confirmacién
microbiolégica en casi el 90% de los casos®, pero muchas veces la puncién lumbar
estd contraindicada (insuficiencia cardiorrespiratoria, aumento de la presién
intracraneal por riesgo de herniacién cerebral y coagulopatia), ya que puede causar
deterioro en algunos pacientes y afectar ain mas a la funcion cardiovascular en caso
de shock. Debido a esto, la realizacion de la puncion lumbar no debe ser prioritaria en
la valoracion inicial del paciente (Tabla 7).

Tabla 7. Contraindicaciones para la realizacion de puncion lumbar en pacientes con enfermedad
meningocdcica. Modificado de Moraga et ar”.

Contraindicaciones para la realizaciéon de puncion lumbar

Signos sugestivos de hipertensién intracraneal

- Disminucion o fluctuacidon del nivel de consciencia (escala
de Glasgow < 9 o descenso = 3 puntos en 1 hora

- Bradicardia relativa e hipertensién arterial

- Focalidad neurolégica

- Movimientos de decortizacién o descerebracién
- Midriasis, anisocoria o pupilas poco reactivas

- Papiledema

- Ojos de mufeca

Shock

Purpura extensa o que se disemina rapidamente

Después de presentar convulsiones y hasta su estabilizacién

Anomalias de la coagulacién

Infeccién superficial local en el lugar de la puncion

Insuficiencia respiratoria

Los métodos que no incluyen cultivos, como el uso de kits comerciales para la
deteccion de antigenos polisacaridos en el LCR, se han desarrollado para facilitar y
mejorar el diagnostico del laboratorio. Estos métodos son rapidos y especificos, y
pueden proporcionar un diagnostico preciso del grupo, pero pueden producir con
facilidad falsos negativos y presentan reactividad cruzada con otros serogrupos,

45



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Revision del problema

especialmente en la enfermedad por el serogrupo B*. Por ello, estos métodos no se
incluyen generalmente entre los aceptados para confirmar un caso de enfermedad.

N. meningitidis también puede estar presente en otros liquidos normalmente
estériles, como el sinovial, el pleural y el pericardico, por lo que estas muestras
también seran de utilidad para el diagnéstico. La toma se hace por puncion percutanea
de manera aséptica, para evitar la contaminacion con la flora cutanea, y las muestras
deben enviarse de inmediato al laboratorio manteniéndolas a temperatura ambiente
hasta su procesamiento.

El aislamiento de la bacteria en los frotis nasofaringeos no tiene valor
diagnéstico, tan solo indican una colonizacién, por lo que no se recomienda su

utilizacion para el diagnéstico de la enfermedad invasiva.

2.1.8. Intervenciones terapéuticas

La EM invasiva es una de las infecciones potencialmente més fulminantes y
destructivas conocidas en el ser humano, y debe ser vista siempre como una
emergencia médica. A pesar del gran avance que la introduccién de vacunas y
antibiéticos han supuesto en la prevencion y pronéstico de la EM, su mortalidad puede
ser practicamente del 100% sin tratamiento. El prondstico de un paciente con EM
depende principalmente de su edad; de la forma de presentacién clinica
(septicemia/meningitis); de las caracteristicas del microorganismo (complejo clonal); y
del manejo clinico-terapéutico. De estos factores, s6lo podemos influir en el manejo
terapéutico del paciente. De acuerdo con la evidencia existente en la actualidad, los
aspectos mas importantes del manejo de la EM son: 1) Reconocimiento precoz de la
enfermedad; 2) Inicio precoz del tratamiento antibiético; 3) Tratamiento agresivo del
shock; 4) Derivacién temprana a un centro hospitalario-terciario con Unidad de
Cuidados Intensivos Pediatricos; 5) Monitorizacion clinica del paciente estrecha y
evaluacién pronéstica periddica’®.

Se describen a continuacién los principales tratamientos empleados en el
manejo de la enfermedad meningocdcica, las evidencias que sustentan su utilidad y

sus indicaciones vigentes, clasificados en funcién del mecanismo de accién.
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2.1.8.1. Reconocimiento de la enfermedad meningocdcica

Dado el posible caracter fulminante de la sepsis meningocécica, el reconocimiento
precoz de la enfermedad e instauracion temprana del tratamiento son vitales. Las
caracteristicas mas comunes de la EM son el exantema petequial, la meningitis y/o la
septicemia. Debe instruirse a los padres en el reconocimiento de las petequias en
nifos febriles y la necesidad de evaluacion médica inmediata en caso de su aparicion.

2.1.8.2. Tratamiento antibiotico

Los antibidticos representan la piedra angular en el tratamiento de la infeccidén
meningocécica. Se debe iniciar el tratamiento empirico tan pronto como se sospeche
la infeccién meningocdcica, sin esperar a la confirmacion etiologica'. El objetivo
fundamental de los antibiéticos es alcanzar rapidamente una concentracion bactericida
en sangre y/o LCR, frenar la proliferacién exponencial del meningococo, y asi mitigar
la endotoxinemia y la cascada inflamatoria secundaria, previniendo secuelas y
mortalidad.

Debido a la rapidez en la que progresa frecuentemente la EM, no resulta
sorprendente que posponer la administracién del antibiético empeore el prondstico del
paciente'®. Sin embargo, a pesar de ser recomendado en muchos paises, no existe
consenso sobre el beneficio de administrar antibiéticos en el ambito pre-hospitalario,
habiendo demostrado diversos estudios resultados inconsistentes'®. Con los datos
actuales, y no habiendo evidencia de que el tratamiento antibiético provoque la
liberacion masiva plasmatica de endotoxina y agravamiento de la respuesta
inflamatoria (reaccion de Herxheimer), parece prudente administrar la primera dosis
plena de antibiético tan pronto como se sospeche la EM. Recientemente, se ha
evaluado de forma aleatorizada doble ciego las ventajas potenciales de la
administracién del antibidtico en infusion continua junto con paracetamol frente a la
administracién pautada convencional en nifilos con meningitis bacteriana en Angola;
sin poderse demostrar ningun impacto significativo de esta opcién posolégica en el
pronéstico de la infeccion'®.

La eleccion empirica del antibiético debe hacerse en funcion de nuestro contexto
epidemiolégico, e inicialmente debe cubrir otros posibles causantes de meningitis o
sepsis en la infancia, fundamentalmente el S. pneumoniae'®. Los antibidticos de
eleccibn son los betalactamicos. Si la primera dosis es prehospitalaria, la

bencilpenicilina o la ceftriaxona intramuscular son buenas opciones. Tras el ingreso
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hospitalario y hasta la confirmacibn microbiolégica, se recomienda tratar
empiricamente con cefotaxima o ceftriaxona endovenosa, junto con vancomicina (60
mg/kg/dia). El cloranfenicol sigue siendo una alternativa valida para paises con bajos
recursos. Tras el diagnostico etiolégico, se puede plantear continuar el tratamiento con
cefalosporinas de tercera generacion o cambiar a penicilina, siempre y cuando la cepa
de N. meningitidis se demuestre sensible mediante antibiograma. En este sentido, es
importante tener en cuenta que la sensibilidad del meningococo a la penicilina esta
disminuyendo mundialmente, debido al descenso en la afinidad de la proteina de unién
a la penicilina 2 (PBP2) bacteriana. Espafna presenta la tasa de resistencia moderada
a penicilina de N. meningitidis (>0.06 mgL" y <1 mgL™") mayor de Europa, superior al
50%'®. La eficacia del tratamiento con penicilina en estos casos no puede
garantizarse'®.

El tratamiento se suele mantener de 5 a 7 dias, tanto para la meningococemia
como para la meningitis, aunque pautas de 4 dias con ceftriaxona han demostrado ser
igualmente efectivas'”’. La duracién del tratamiento en otras formas infrecuentes de
EM no estéa establecida, siendo la recomendacion tratar hasta que los signos clinicos y
analiticos de infeccién hayan desaparecido. En Africa la meningitis epidémica se suele

tratar con una dosis Unica de cloranfenicol o ceftriaxona intramuscular.

2.1.8.3. Tratamiento de la meningococemia
2.1.8.3.1. Resucitacion inicial y tratamiento del shock séptico

El fracaso cardiovascular, consecuencia del dafo endotelial, vasodilatacion, fuga
capilar y depresion miocardica inducidas por el meningococo, es la primera causa de
muerte por meningococemia. Dado su potencial curso fulminante, el reconocimiento
temprano del shock y la instauracién precoz y enérgica del tratamiento son cruciales.
Signos clinicos comunes de shock son la taquicardia, un relleno capilar > 2 segundos,
pies y manos frios, piel pélida o grisacea, distress respiratorio, disminucion o alteracién
del estado de conciencia y disminucion de la diuresis. El objetivo primordial es
reinstaurar el volumen sanguineo circulante con la administracion agresiva de fluidos
endovenosos. Se recomienda seguir las guias generales de resucitacion
cardiopulmonar pediatricas y Surviving Sepsis Campaing

)108

(http://www.survivingsepsis.org/) ™°, ademas de las NICE guidelines inglesas

(http://guidance.nice.org.uk/CG102) para el manejo del shock meningocécico'®. El
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traslado temprano a un centro con Unidad de Cuidados Intensivos Pediatricos debe

hacerse de forma temprana y siempre por un equipo de transporte experto'®".

2.1.8.3.1.1. Oxigenoterapia y soporte respiratorio

Después de asegurar que la via aérea sea permeable, se recomienda la
administracién de oxigenoterapia a altas concentraciones de forma rutinaria durante la
evaluacion y manejo inicial, con el fin de restablecer el desequilibrio entre las
demandas y la extraccion tisular de oxigeno caracteristicas del shock. Si no existen
problemas con la via aérea o respiracion, debe darse prioridad a la evaluacion y
tratamiento del fracaso circulatorio. Las indicaciones para la intubacién endotraqueal
inmediata (siempre que sea posible con tubo con balén) son la hipoxia con distress
respiratorio grave que sugieren la progresion a edema de pulmodn; el shock refractario
a la resucitacion de volumen; y la disminucion del nivel de conciencia (escala de
Glasgow < 8, o descenso de 3 puntos en 1 hora) o la presencia de signos de
hipertensién endocraneal. Los beneficios de la intubacién temprana incluyen la
reduccion del consumo de oxigeno miocardico y de la musculatura respiratoria, y la

aplicacién de presion positiva al final de la espiracion.

2.1.8.3.1.2. Acceso vascular

En estos pacientes es preciso obtener un acceso vascular de forma inmediata. Se
recomienda insertar al menos dos vias periféricas del mayor diametro posible o una
via intra6sea en los primeros 5-10 minutos. Extraer muestras sanguineas para
glucemia, gasometria, hemograma, bioquimica, coagulacion, pruebas cruzadas vy
hemocultivo y corregir glucemia e hipocalcemia si necesario. El acceso venoso central
sera necesario en el manejo del paciente en shock para la administracién de farmacos
vasoactivos y monitorizacion de la saturacion venosa central (ScvOy). Sin embargo, su
obtencién no debe demorar la resucitacién inicial del paciente, que puede y debe
realizarse por la via que con mas rapidez se pueda obtener (ya sea periférica o

intradsea).
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2.1.8.3.1.3. Fluidoterapia

El objetivo principal del tratamiento del shock séptico es mantener una adecuada
oxigenacion y perfusion tisular. Para ello resulta prioritario restaurar el volumen
intravascular con la administracion enérgica y precoz de fluidos, lo cual se ha asociado
a una mejora de la supervivencia en nifios con shock séptico'*'"".

Se recomienda la adminsitracién inicial de un bolo de 20 ml/kg de una solucion
cristaloide o coloide en 5-10 minutos, y repetir inmediatamente en funcién de la
respuesta. Usualmente, a partir de 60 ml/kg de volumen existe riesgo de desarrollar
edema de pulmodn, y debe plantearse la ventilacion mecanica. No es infrecuente que
en las primeras 24 horas, se precisen cantidades de volumen dos o tres veces
superiores a las propias volemias del nifio. La expansion de volumen se combina
normalmente con soporte vasoactivo e inotrépico con dopamina, dobutamina,
adrenalina o noradrenalina. La presencia de meningitis concomitante no justifica la
limitacion de la fluidoterapia, pero exige ser mas cautos con la reexpansién de la
volemia si existen signos de edema cerebral.

Es esencial monitorizar de forma continua la respuesta del nifio a la fluidoterapia
y guiar asi nuestra intervencién posterior. Nuestros objetivos son: la normalizacién de
la frecuencia cardiaca, el relleno capilar, la perfusién periférica y los pulsos centrales y
periféricos; la restauracién de una diuresis = 1 ml/kg/hora; y la normalizacion del
estado de conciencia, si es posible su evaluacion. Ademas, es importante mantener la
presion venosa central (PVC) entre 8-12 mmHg, y monitorizar la Scv02, que
idealmente debe ser = 70%, los niveles de lactato y el exceso de bases''.

Aunque muchas guias pediatricas recomiendan inicialmente el uso de suero
salino fisiolégico al 0.9%, no existe a dia de hoy evidencia concluyente sobre el
beneficio de un tipo de fluido respecto a otro en el tratamiento del shock séptico
pediatrico. En adultos, el suero fisioldgico (0.9%) se ha demostrado igualmente eficaz
que la solucién de albumina humana (4.5%) en el tratamiento del shock séptico, a
pesar de sugerirse un beneficio de la albumina en un subgrupo de pacientes'”®. El
grupo inglés de S. Nadel, con gran experiencia en la EM, recomiendan el uso de
albumina en la sepsis meningococica por haberse asociado a reduccion de la morbi-
mortalidad en algunos estudios observacionales de EM'*. Los hemoderivados
(plasma fresco congelado, concentrado de hematies) se utilizaran en situaciones
concretas (coagulopatia severa, anemizacién aguda (Hb < 10 g/dl) con inestabilidad
hemodinamica). En la actualidad no existe recomendaciéon para el uso de las

soluciones salinas hipertonicas en los nifios sin signos de edema cerebral.
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Recomendacion: Administrar inicialmente bolos de 20 mikg de suero salino
fisiolégico al 0.9% en 5-10 minutos, teniendo como objetivos la mejoria o
normalizacion de los parametros clinicos de shock, mantener la PVC 8-12 mmHg y la
ScvO, > 70%. En presencia de meningitis, se debe tener en cuenta el riesgo de edema
cerebral.

2.1.8.3.1.4. Soporte vasoactivo

Se debe iniciar el soporte vasoactivo si tras la expansion inicial de volumen (40-60
ml/kg) continua habiendo signos de compromiso hemodinamico (shock refractario a
volumen). El shock meningocécico se puede presentar con un aumento o disminucion
de las resistencias vasculares periféricas, y con alto o bajo gasto cardiaco. Es
importante tener en cuenta que el nifo puede pasar de un estado hemodinamico a otro
en diferentes momentos del shock y ajustar el tratamiento inotrdpico o vasopresor en
funcién del estado clinico del paciente.

Las aminas inicialmente recomendadas en la mayoria de guias son la dopamina
(5-20 mcg/kg/min), por su efecto miocardico -beta agonista- y vascular periférico -alfa-
agonista-, o dobutamina (5-20 mcg/kg/min), que pueden administrarse por via
periférica hasta la obtencion de un acceso venoso central. Las guias NICE
recomiendan iniciar infusién de adrenalina en cuanto se disponga de via central, si
continta la necesidad de administracién de volumen endovenoso y soporte inotropico
periférico. En caso de shock caliente (extremidades calientes, pulsos saltones, presion
diastdlica baja) o hipotension grave debe considerarse la administracién de
noradrenalina. En la actualidad no existe recomendacion para el uso de la vasopresina
como farmaco de primera linea.

Si el nino permanece en un estado de bajo gasto cardiaco normotensivo con
altas resistencias periféricas, a pesar de la resucitacién con volumen y el tratamiento
inotrépico, puede considerarse el tratamiento vasodilatador e inotrépico con
inhibidores de la fosfodiesterasa (milrinona)'®.

Al igual que con la fluidoterapia, es esencial evaluar de forma continua la
respuesta a nuestras intervenciones terapéuticas y ajustar el tratamiento de acuerdo a
la misma.

Recomendacion: Si tras dos bolos de 20 mi/kg de fluido siguen existiendo signos de
compromiso hemodinamico, iniciar perfusion de dopamina o dobutamina (periférica o

central). Cuando se disponga de via central, iniciar adrenalina si persiste shock frio,
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pudiendo ser necesario la adicion de noradrenalina, vasopresina (0 analogos), o

milrinona.

2.1.8.3.1.5. Otras terapias de soporte

Igual que en otros tipos de shock séptico grave, los niflos con sepsis meningocécica
pueden presentar insuficiencia renal aguda con oliguria grave o anuria. En estos
casos, antes de que se produzca una sobrecarga de volumen importante, es necesario
instaurar técnicas de depuracion extrarrenal, preferiblemente continuas.

En casos de shock refractario a todas las terapias convencionales, debe
plantearse el soporte con ECMO (membrana de oxigenacién extracorpérea).

2.1.8.3.2. Terapias adyuvantes

Muchas estrategias terapéuticas no convencionales han sido ensayadas en el
tratamiento de la sepsis meningocécica. La mayoria se han centrado en modular las

cascadas inflamatoria y de la coagulacion.

2.1.8.3.2.1.Corticoides

El uso de corticoides en el shock séptico ha sido objeto de gran debate en la literatura
durante décadas. En adultos, tratamientos cortos con altas dosis de corticoides en un
intento de frenar la cascada inflamatoria debido a su accién anti-leucocitaria, no han
demostrado beneficio alguno; sin embargo, cursos mas prolongados con dosis bajas
sustitutivas de hidrocortisona han sugerido en diversos estudios una posible mejoria
en la supervivencia'">.

En ninos con EM, los niveles de cortisol iniciales se han correlacionado
inversamente con la concentracion de citocinas proinflamatorias y la gravedad del
cuadro clinico. Los niveles altos de ACTH en estos pacientes sugieren la posibilidad
de una insuficiencia suprarrenal “relativa”, secundaria a una resistencia de los
receptores tisulares a los corticoides. De hecho, si bien el fracaso adrenal absoluto
(cortisol total < 18 g/dL) debido a hemorragia adrenal es raro en la sepsis
meningocécica, entre un 10-17% de los nifios presentan insuficiencia suprarrenal

parcial''®.
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Actualmente, no existe evidencia suficiente para recomendar el uso rutinario de
corticoides en niflos con sepsis meningococica en ausencia de meningitis. Hasta la
disponibilidad de un ensayo clinico aleatorizado en nifos, los expertos recomiendan
que el tratamiento sustitutivo con hidrocortisona sea reservado para el shock resistente

a catecolaminas con sospecha o confirmacion de insuficiencia suprarrenal'®'"’.

2.1.8.3.2.2. Terapias inmunomoduladoras dirigidas al control de la cascada

inflamatoria

Un mejor conocimiento de la fisiopatologia de la EM y la sepsis en general ha
permitido el desarrollo en las Ultimas décadas de diversas terapias experimentales
dirigidas a la modulacién de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, a pesar de los
datos prometedores de estudios en animales, los tratamientos inmunomoduladores no
han podido hasta la fecha demostrar en ensayos clinicos fase Ill una mejora clara de
la supervivencia de los pacientes con sepsis. Entre otros, se ha evaluado la accién de

los corticoides, agentes antiendotoxina, anticuerpos contra citocinas proinflamatorias, y

técnicas de depuracién sanguinea.

- Inmunoglobulinas iv: El uso de inmunoglobulinas endovenosas ha sido
ampliamente debatido como posible tratamiento adyuvante de la sepsis, tanto en
adultos como en nifios, con resultados controvertidos. En la actualidad, a pesar de
que diversos estudios pequefos han sugerido un posible efecto beneficioso y que
las ultimas guias de la Surviving Sepsis Campaing, aun recomiendan considerar su
uso en nifios con sepsis grave'® dos recientes ensayos clinicos fase |IlI
multicéntricos en neonatos y adultos no han demostrado una mejoria en la
supervivencia de pacientes con sepsis tratados con inmunoglobulinas endovenosas
policlonales’'®'"°,

- Agentes antiendotoxina: Dos agentes antiendotoxina han sido evaluados en
ensayos clinicos aleatorizados y controlados en nifios con sepsis meningocécica:

- Andalogo recombinante de la proteina bactericida permeabilizante (rBPl,;): La
endotoxina bacteriana es el principal desencadenante de la respuesta
inflamatoria que conduce al shock, fallo multiorganico y purpura fulminante en la
meningococemia. La proteina bactericida permeabilizante (BPI), liberada por los
polimorfonucleares tras su activacion, se une y neutraliza los efectos de la
endotoxina bacteriana soluble y unida a membrana. Ademas, es un agente

citotéxico potente frente a organismos Gram negativos, aumentando la
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permeabilidad de la membrana bacteriana y activando enzimas de degradacion.
La rBPIy; es un andlogo recombinante del fragmento N-terminal de la molécula
de 21-kDa, capaz de unirse y neutralizar la endotoxina meningocécica in vitro,
inhibiendo la expresién de citocinas y la activacion de neutréfilos y de la cascada
de la coagulacién secundarias.

La eficacia de la rBPl,; ha sido evaluada en un ensayo aleatorizado y controlado
por placebo en una cohorte de nifios con sepsis meningococica grave. Este
estudio mostré en nifos tratados con rBPIy; (2 mg/kg en 30 minutos seguido de 2
mg/kg en 24 horas) una mejoria de diferentes parametros pronoésticos,
incluyendo una menor incidencia de complicaciones vasculares (amputaciones),
menor requerimiento de hemoderivados y un mejor pronéstico funcional segun la
Pediatric Overall Performance Category Scale comparados con el grupo control.
Sin embargo, desafortunadamente el estudio no tuvo la potencia suficiente para
demostrar una reduccion significativa en la mortalidad, aunque se observé una
tendencia en nifos que recibieron una infusién completa de 24 horas del
farmaco'%.

Con los unicos datos clinicos disponibles en la actualidad, no es posible
recomendar el uso de rBPI,; en el manejo rutinario de la sepsis meningococica.

- Anticuerpo HA-1A: El HA-1A es un anticuerpo monoclonal humano IgM que se
une especificamente al dominio lipidico A del lipopolisacarido de bacterias Gram
negativas, ejerciendo una accion anti-endotoxina. Su papel terapéutico en la
sepsis meningocdcica pediatrica se evalud en un ensayo aleatorizado controlado
por placebo, el cual no demostré una reduccién significativa de la mortalidad''.
Dos ensayos en adultos con sepsis por Gram negativos habian obtenido
resultados similares previamente'®'?®. Asi pues, los datos existentes no
permiten recomendar su aplicacion terapéutica en la EM.

Anticuerpos anticitocinas: Diversos anticuerpos monoclonales contra citocinas

proinflamatorias se han usado a nivel experimental en la sepsis meningocdcica.

Estos incluyen anticuerpos frente al TNFa, frente a los receptores solubles de TNF

(TNFsR), o frente al antagonista del receptor IL-1B (IL-1Ra). Ninguno de estos

agentes ha demostrado tener un efecto beneficioso en el tratamiento de la sepsis y

por tanto no puede recomendarse su uso clinico'®'?°. Por otro lado, un estudio

prospectivo a doble ciego utilizando suero de pacientes inmunizados con E Coli J5,

tampoco fue capaz de demostrar una reduccion significativa en la mortalidad'®.
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- Otros: La pentoxifilina, un derivado metilxantina inhibidor no especifico de la
fosfodiesterasa, ha sido también estudiada como terapia adyuvante en el manejo
del shock séptico, principalmente en nifos prematuros y adultos. A la pentoxifilina
se le han atribuido mdultiples efectos sobre el sistema inmunoldgico, pero el
predominante es la modulacion de la cascada de citocinas proinflamatorias debido
a su efecto inhibitorio en la produccién de TNFa. Aunque algunos estudios apuntan
a un papel beneficioso', en la actualidad no disponemos de evidencia suficiente

para recomendar su uso.

2.1.8.3.2.3.Terapias dirigidas al aclaramiento plasmatico de moléculas
proinflamatorias: Plasmaféresis y Hemofiltracion

La hipotesis de que el aclaramiento plasmatico de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-
1, IL-6) podria mejorar la supervivencia de los pacientes con shock séptico ha llevado
a evaluar la plasmaféresis y la hemofiltracién como posibles terapias adyuvantes en el
shock séptico en las Gltimas décadas'®.

Tedricamente, la plasmaféresis no sélo aclararia las sustancias proinflamatorias
toxicas del plasma, sino que repondria inmunomoduladores y anticoagulantes
plasmaticos como el C1-inhibidor, la antitrombina Ill, o las proteinas C y S. Algunas
series de casos han sugerido un efecto beneficioso de esta técnica, pero en la
actualidad no existen datos concluyente que permitan recomendar su uso rutinario en
la clinica'®®. Por otra parte, varios estudios han evaluado el uso de la hemofiltracién en
el manejo del shock séptico, habiendo apuntado algunos un posible efecto
beneficioso'®. Sin embargo, un reciente ensayo controlado y aleatorizado (ECA) fase
[l que compar6 la hemofiltracion (35 mli/kg/hora) con el tratamiento convencional de
adultos con shock séptico tuvo que finalizarse prematuramente por observarse mayor
mortalidad en el grupo sometido a hemofiltracién. Ademas, este estudio no demostro
modificacibn en los niveles de citocinas plasmaticas en pacientes sometidos a
hemofiltracion'®'. Asi pues, si bien la hemofiltracién contribuye al manejo de la
hipervolemia y correccion de la acidosis en el paciente séptico, los datos hasta la
actualidad no demuestran un beneficio claro en el pronéstico del shock séptico.

En conclusién, a pesar de las esperanzas depositadas en las mismas desde
hace varias décadas, las terapias inmunomoduladoras no han podido demostrar un
beneficio evidente en el tratamiento de la sepsis. Dado que el shock séptico es una

condiciéon dindmica, y que la activacion de los mediadores inflamatorios no sucede
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simultdneamente ni es uniforme en todos los individuos, es posible que mas de una
terapia inmunomodulador con diferentes dianas terapéuticas y con accién continua
qgue evite picos de concentraciones de mediadores inflamatorios sean necesarias en

diferentes estadios de la EM para resultar en una estrategia eficaz'®.

2.1.8.3.2.4. Tratamiento de la coagulacion vascular diseminada

La coagulacién intravascular diseminada (CID) y coagulopatia asociada juegan un
papel determinante en la fisiopatologia de la EM. Debido a que la trombosis
microvascular generalizada es el componente clave de la purpura fulminans, la
mayoria de opciones terapéuticas se han centrado en la reduccion de la activacién de
la coagulacién y en la mejoria de la fibrinolisis.

- Heparina: El uso de heparina en la purpura fulminans meningocécica puede
resultar no intuitivo, dada la naturaleza hemorragica de la enfermedad. Sin
embargo, la heparina se ha usado durante afios en la CID, sugiriendo algunos

estudios una reduccion en la necrosis distal de las extremidades'?

. A pesar de ello,
no se ha demostrado hasta la fecha un efecto positivo en la supervivencia.

- Antitrombina lll: La sepsis meningocécica se asocia frecuentemente a una
reduccion marcada de los niveles de antitrobina Ill (ATIll) consecuencia de la
coagulopatia de consumo. ATIII no s6lo es un importante inhibidor natural de la
coagulacion, sino que posee también propiedades antiinflamatorias al inducir la
liberacién de prostaglandina I, en las células endoteliales. Diversos estudios han
sugerido un papel beneficioso de la ATIII en revertir la CID y el fallo multiorganico.
Sin embargo, un importante ECA multicéntrico en pacientes con sepsis grave y
shock no demostré una reduccién significativa de la mortalidad con el tratamiento
con ATIII,

- Proteina C activada: Es un anticoagulante fisiol6gico, con un papel modulador de
la respuesta inflamatoria y accion profibrinolitica. La deplecion de la proteina C
durante la EM, secundaria al consumo, inactivacion y disminucién de la sintesis, es
un factor clave en la patogenia de la purpura fulminans, correlacionada con la
morbimortalidad de la EM™®.

Diversos estudios han evaluado el papel terapéutico del concentrado de proteina C
o de la proteina C activada recombinante (drotrecogin alfa, DrotAA) en el manejo
del shock séptico. Desde que el ECA PROWESS en 2001 mostrara una
reduccion significativa de la mortalidad en pacientes con shock séptico grave
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tratados con DrotAA, otros multiples estudios han intentado replicar sin éxito estos

hallazgos, tanto en nifios como adultos'’'*

, apuntando ademdas a un posible
aumento del riesgo de sangrado. Ante estos datos, la empresa farmacéutica
responsable de su fabricacién decidié retirarla del mercado en Octubre de 2011.
Debe considerarse que estos estudios incluyeron pacientes con shock séptico de
cualquier etiologia. En el caso especifico de la EM, algunos estudios han apuntado
un efecto beneficioso de DrotAA™* ™' Sin embargo, debido a la retirada del
farmaco, no podremos disponer de ensayos clinicos que evallen su eficacia
exclusivamente en pacientes con EM.

Factor activador del plasmindgeno (t-PA): El uso precoz de factor activador del

plasmindgeno se ha propuesto como alternativa para limitar la trombosis vascular

diseminada y la gangrena distal asociada a la EM'*. A pesar de que algunas series

de casos mostraron resultados prometedores con una restauracion de la perfusién y

reduccion en la tasa de amputacién, un estudio multicéntrico retrospectivo observo

una alta incidencia de hemorragia intracerebral en nifios con EM tras la
administracién de t-PA. La ausencia de ECA no permite concluir sobre su indicacion

o0 no en la EM, estando su uso limitado como agente de rescate'*.

Otras estrategias:

- La administracion de plasma fresco, rico en factores anticoagulantes e
inmunomoduladores, se ha propuesto como terapia adyuvante en la purpura
fulminans, permitiendo ademas la reposicién de la volemia. La infusién de
crioprecipitado, concentrado de fibrindgeno o factor VIl activado puede usarse
en pacientes con sangrado grave que no respondan a otras intervenciones. La
transfusion de plaquetas debe minimizarse, pues la trombopenia es secundaria
al consumo mantenido y porque aumenta la concentracion del PAI-1 con el
posible empeoramiento de la isquemia periférica y necrosis.

- La hirudina, sustancia presente en la saliva de las sanguijuelas, inhibe la
trombina, lo cual, podria jugar un papel beneficioso en la sepsis
meningocdcica. Las sanguijuelas de uso medicinal han sido utilizadas
recientemente en una nifia de 8 meses con sepsis neumocdcica y lesiones
purplricas con compromiso vascular periférico con resultado favorable'**. Del
mismo modo se han utilizado en la sepsis meningocdcica en una lactante de 5
semanas sin observar un claro efecto beneficioso'*. Por tanto, si bien las

proteinas salivares de las sanguijuelas de uso medicinal tienen un efecto
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tedricamente beneficioso son necesarios estudios controlados y amplios antes
de considerar su uso'*®.

- La administraciéon de vitamina K estara indicada en aquellos casos en los que
exista déficit, lo que conseguird normalizar los niveles de proteina C y S. No
obstante, en otras situaciones su beneficio no esta aclarado'’.

- La ketanserina es un inhibidor antagonista de la serotonina con efecto alfa
bloqueante débil. Si bien ha sido utilizada en la enfermedad de Raynaud como
tratamiento de la claudicacion intermitente, no se ha demostrado su beneficio
en la purpura fulminans'.

- El acido e-amino caproico, inhibidor de la fibrinolisis, podria frenar el proceso
de necrosis cutanea en la purpura fulminans'*’.

- Algunos trabajos aislados han sugerido una mejoria de la perfusion distal de
los miembros y un efecto analgésico con agentes vasodilatadores como
prostaciclina, epoprostenol, nitroprusiato soédico o nitroglicerina topica.

- La oxigenacion hiperbarica ha mostrado en algun estudio reducir el area de
necrosis distal en nifios con purpura fulminans asociada a sepsis de distinta
etiologia.

- Es importante implicar al equipo de cirugia plastica en la monitorizacion y
tratamiento de las lesiones purpuricas. Cuando la necrosis periférica progresa,
debe valorarse la amputacion del miembro. Sin embargo, puesto que la
cicatrizacién de las areas isquémicas ha demostrado ser sorprendentemente
buena en los niflos, siempre que sea posible debe realizarse un tratamiento
conservador de las lesiones. La fasciotomia descompresiva no ha
proporcionado resultados convincentes'*.

En conclusion, ninguna de las terapias adyuvantes descritas han logrado
mostrar una reduccion de la morbilidad o mortalidad asociada a la purpura
fulminans meningocdécica. En la practica clinica, muchas de estas terapias se

usan de forma conjunta y es dificil interpretar su eficacia'°.

2.1.8.4. Tratamiento de la meningitis

El tratamiento de la meningitis en ausencia de shock e hipertension intracraneal se
basa en el uso de antibiéticos intravenosos y la monitorizacién estrecha de posibles
complicaciones. La restriccion de liquidos no esta indicada en ausencia de signos de
hipertensién endocraneal o secrecion inadecuada de hormona antidiurética (ADH).
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Ante la sospecha de meningitis o EM, debe realizarse una puncion lumbar para la
confirmacién microbiolégica, a menos que exista alguna contraindicacion.

El objetivo principal del tratamiento en la meningitis es alcanzar rapidamente
niveles terapéuticos de antibiético en el liquido cefalorraquideo. Los antibiéticos de
elecciébn en el contexto epidemioldégico espafol son las cefalosporinas de 32
generacion (cefotaxima a 80 mg/kg/dosis, tres dosis al dia; ceftriaxona a 50-80
mg/kg/dosis, una dosis al dia) y deben administrarse sin demora. La duracién del
tratamiento sera de entre 5 a 7 dias.

Por otro lado, el uso de corticoides ha sido objeto de gran debate en la literatura.
Si bien administrados con o antes de la primera dosis de antibiético, parecen reducir la
incidencia de secuelas neurolégicas en la meningitis por H. Influenzae tipo b y S.
penumoniae™', los beneficios no estan tan claros en el caso de la sepsis
meningocécica. Sin embargo, por extrapolacidon, la mayoria de guias clinicas de
meningitis meningocécica recomiendan el uso de dexametasona (0.15 mg/kg cada 6
horas) con, o en las primeras 12-24 horas de, la primera dosis de antibiético y
continuarla por 4 dias si la puncién lumbar sugiere la etiologia bacteriana'®. Los
corticoides no deben usarse en paises en vias de desarrollo'?.

Debe realizarse una tomografia computerizada craneal si existe depresién del
nivel de conciencia o focalidad neuroldgica que pueda hacer sospechar la coexistencia
de una emergencia neuroquirdrgica. Sin embargo, la realizacion de pruebas
complementarias no debe retrasar en ningun caso el inicio del tratamiento. En general,
una segunda puncién lumbar de control no estd indicada sistematicamente salvo que
se observe un empeoramiento de la situacion clinica a pesar de tratamiento antibiético
empirico.

Antes del alta hospitalaria debe realizarse una evaluacion de posibles
morbilidades sensoriales, neuroldgicas o psicosociales. Esta debe incluir siempre un
test de audicién temprano (antes de que hayan transcurrido 4 semanas tras la
recuperacion clinica). En caso de demostrarse sordera grave, se recomienda ofrecer

de forma precoz una evaluacion para colocar un implante coclear.

2.1.9. Prevencion

La enfermedad meningocdécica es de declaracion nacional obligatoria, individualizada y
urgente. Dado que todos los casos requieren hospitalizacién el mejor lugar para

realizar la vigilancia es el hospital, concretamente el servicio de Medicina Preventiva,
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mediante la bldsqueda activa de casos en los servicios de Urgencias, Pediatria,
Medicina Interna y Microbiologia®.

La declaracion de los casos permite, ademas de conocer la incidencia de la
enfermedad, establecer la vigilancia de los convivientes y contactos, y administrarles,
cuando esté indicado, quimioprofilaxis y vacuna.

2.1.9.1. Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis tiene como objetivo reducir el riesgo de adquirir la enfermedad
invasiva erradicando el estado de portador en el grupo de contactos. Reduce el riesgo
de enfermar en los contactos en mas de un 80%. Los antibiéticos administrados como
quimioprofilaxis tienen el objetivo de eliminar el estado de portador nasofaringeo y
deben administrarse lo antes posible, ya que si han pasado mas de 14 dias desde el
inicio de la enfermedad en el caso indice, es posible que tenga poco o ningun efecto
beneficioso™'**. Entre los antibidticos recomendados y mas utilizados en la practica
clinica destacan la rifampicina y el ciprofloxacino. También han mostrado eficacia el
ofloxacino, la azitromicina (aunque esta en discusion su utilidad por las resistencias
observadas) y la ceftriaxona'®.

Para evitar casos secundarios, se deberd actuar eliminando el estado de
portador en aquellos sujetos susceptibles de estar colonizados en su tracto respiratorio
superior, como los compaferos de guarderia, colegio o domicilio de un afectado'*. El
riesgo de contraer la enfermedad a partir de los contactos con un paciente es mas alto
durante los primeros dias de la enfermedad (desde una semana antes del inicio de los
sintomas hasta 24 horas después de que el afectado haya iniciado el tratamiento
antibiético adecuado)"'*®. La tasa de ataque de la enfermedad meningocécica en las
personas en contacto estrecho con pacientes se ha calculado entre 400 a 800 veces
mayor que la de la poblacion general. En estos casos, el cultivo faringeo no es util
para decidir quién debe recibir quimioprofilaxis, por lo que no se recomienda'®®.

Dado que los casos secundarios pueden aparecer varias semanas después del
contacto con el caso indice, la vacunacion antimeningocécica puede ser un gran
apoyo a la quimioprofilaxis cuando un brote es causado por un serogrupo del que se
dispone de vacuna'®. Sin embargo, no se recomiendan los programas de
quimioprofilaxis masiva para el control de grandes brotes de la enfermedad. Diversos
factores hacen esta medida poco viable y con pocas probabilidades de éxito, como
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son las multiples fuentes de exposicién, el prolongado riesgo de exposicidon, los

problemas logisticos y su elevado coste’.

2.1.9.2. Vacunacion

La estrategia de prevencion mas efectiva para el control de la enfermedad

meningocécica es la vacunacién'. Para conseguir un éptimo impacto en la prevencion

de esta enfermedad se requiere incorporar estas vacunas de forma temprana a los

calendarios de vacunacion infantil®.

2.1.9.2.1. Tipos de vacunas meningocodcicas

Vacunas polisacaridicas no conjugadas: Las primeras vacunas meningocécicas
efectivas basadas en el polisacarido capsular purificado de la bacteria se
desarrollaron en los afnos sesenta frente a los serogrupos A y C, seguidas por
vacunas similares para los serogrupos Y y W135 en los afios ochenta. Estas
vacunas han desempefiado un papel destacado en la prevencién de la enfermedad
durante décadas, pero tienen limitaciones importantes:'*® no son inmunégenas en
lactantes, no inducen memoria inmunolégica y no generan proteccién de mucosas
ni, por tanto, inmunidad de grupo. El desarrollo de vacunas conjugadas frente a
estos serogrupos ha representado un paso fundamental para consolidar la
proteccion a largo plazo. Sin embargo, disponer de una vacuna protectora para el
serotipo B no ha sido posible siguiendo las estrategias basadas en su polisacarido
capsular.

Vacunas conjugadas: En los anos noventa se desarrollaron vacunas
glucoconjugadas contra el serogrupo C y a partir de 1999 se introdujeron en
muchos paises europeos (primero Inglaterra y Espana, y luego progresivamente en
el resto), Australia, EE. UU. y Canada. La conjugacién permiti6 superar las
limitaciones de las vacunas polisacaridicas. Las formulaciones glucoconjugadas
multivalentes siguieron a las monovalentes del serogrupo C, y en 2005 se aprobd
en EE. UU. la primera vacuna glucoconjugada contra los serogrupos A, C, Y y
W135. Actualmente, existen tres vacunas conjugadas tetravalentes para los
serogrupos A, C, Y y W135, que se diferencian en la proteina transportadora, si
bien en Espana, por el momento sélo dos de ellas estan disponibles, como de
prescripcion médica y uso hospitalario. Desde diciembre de 2010 se dispone de una
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vacuna glucoconjugada monovalente para el serogrupo A, desarrollada para
controlar la enfermedad por este serogrupo, que tiene una elevada incidencia en el
“cinturén africano de la meningitis” °”'*®. Esta vacuna surge de una experiencia
novedosa que ha sabido aunar el esfuerzo de organismos internacionales, como la
Organizacién Mundial de la Salud, y la empresa privada, dando como fruto una
vacuna que ayudaria a controlar esta enfermedad en una zona donde la escasez y
la limitacion de recursos dificultan, en gran medida, la solucion de grandes
problemas de salud, como es el caso de la meningitis por meningococo A.

2.1.9.2.2. Efectividad de las vacunas

A mediados de los noventa, en Europa hubo un incremento de la incidencia de
enfermedad invasiva por el serogrupo C. Tras la introduccién de las vacunas
conjugadas para este subgrupo en los programas de inmunizaciéon sistematica de
muchos paises europeos, la enfermedad por el serogrupo C se redujo drasticamente y
se demostré6 ademas su capacidad para producir una inmunidad de grupo. Esta
reduccion postvacunal del serogrupo C ha sido la principal causa del predominio actual
del serogrupo B.

En el ano 2000 se introdujo la vacuna conjugada frente a meningococo C en
los calendarios vacunales de Espafna a los 2, 4 y 6 meses de edad, juntamente con un
programa de catch-up en menores de 6 anos, ampliado posteriormente a los 18 afos,
aunque de manera muy heterogénea segun las comunidades auténomas y el afio de
introduccion. En lactantes y nifios de hasta 9 afos de edad, la incidencia de la
enfermedad se redujo de 7,04 por cada 100.000 habitantes (1999-2000) a 1,08 por
cada 100.000. La efectividad del programa ha sido del 95,2% para lactantes y de un
97,8% para el de catch-up de los menores de 6 afios'. La proteccién de la poblacion
ha sido menos pronunciada que en otros paises, puesto que la campana de catch-up
se dirigio inicialmente a nifos menores de 6 afios, no incluyendo a los adolescentes, el
grupo de edad en el que las tasas de portadores son mas altas™. A los cuatro afios
de la introduccién de la vacuna conjugada en Espafna en el calendario vacunal, si bien
se observé una efectividad del 94%, se detectd también una pérdida de efectividad de
la vacuna en aquellos niflos vacunados pero que no recibieron una dosis de refuerzo a
los 12 meses de vida'*®. Este hecho llevo a la modificacion de la pauta vacunal inicial,
retrasando la administracién de la tercera dosis a partir del segundo afo de vida.
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Tras la introduccion de esta vacuna conjugada en el afio 2000 se observa que
la infeccion por el serogrupo C ha disminuido significativamente; se ha producido un
descenso del 88% en la tasa de inicidencia de la meningitis C (temporada 1999-2000
respecto a 2009-2010). Sin embargo la producida por el serogrupo B no se ha

modificado y es actualmente la mas frecuente'® (Figuras 9y 10, y Tabla 3).
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Fig. 9. Evolucion de los casos de meningitis B y C en Espaiia. Adaptado de Cano et al'®'.
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Fig. 10. Enfermedad meningococica. Casos totales y principales serogrupos. Temporadas 1996-
1997 a 2008-2010. Tomada de Servicio de Vigilancia Epidemiologica. Centro Nacional de
Epidemiologia. Instituto Carlos e,
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2.1.9.2.3. Vacunas contra el meningococo B

El gran reto de la lucha frente a la enfermedad meningocdécica en los ultimos afios se

ha centrado principalmente en conseguir una vacuna efectiva frente al serogrupo B. El

polisacarido capsular de este serogrupo tiene una elevada similitud antigénica con

sacaridos del tejido neuronal humano y es poco inmunégeno en humanos. Es por ello

que que las estrategias para desarrollar vacunas frente el serogrupo B se han

centrado principalmente en antigenos no capsulares
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Vacunas de vesiculas de membrana externa (tipo outermembrane vesicle):
Los primeros intentos de fabricacion de una vacuna frente al serogrupo B se han
basado en la utilizacion de vesiculas de membrana externa (Outer
MembraneVehicle, OMV), que contienen varios antigenos inmunogénicos, incluido
un lipooligosacarido y la porina A (PorA). El lipooligosacéarido es una endotoxina
para el huésped y, aunque se ha tratado de eliminar mediante detergentes, no se
consigue del todo, lo que genera mayor reactogenicidad. Es por ello que el principal
antigeno de este tipo de vacunas es la PorA™. Aunque las vacunas basadas en
OMYV evocan una respuesta inmunolégica robusta, la PorA es altamente variable en
las diferentes cepas del serogrupo B45, lo que condiciona que estas vacunas
produzcan una respuesta inmunoldgica especifica de la cepa. Ademas, en el
lactante no es suficientemente inmunégena.'’'**'% Es por ello que estas vacunas
sblo son efectivas en epidemias debidas a una cepa que exprese especificamente
la PorA contenida en la vacuna. Se han desarrollado y utilizado vacunas OMV
contra meningococo B en Cuba (de forma sistematica durante 20 afios), en
Noruega (en ensayos clinicos controlados), en Nueva Zelanda (en una epidemia)

166 167
)

, recientemente en Normandia (Francia)'® y hace afos en Brasil'®. En

Norteamérica o Europa la enfermedad por el serogrupo B se debe a una amplia

variedad de serosubtipos, lo que limita la utilizacién de este tipo de vacunas'®*'®®
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Vacuna rLP2086 (Pfizer): En la actualidad, se estan estudiando vacunas basadas
en la proteina de unién al Factor H (Factor H binding protein [fHbp]), de la que hay 2
familias: Ay B. Por tanto, segun la composicion de las vacunas (conteniendo una o
las dos familias de la proteina), éstas podran ser mono o bivalentes. Se ha
observado que la vacuna bivalente (en desarrollo por laboratorios Pfizer)',
compuesta por los dos tipos de fHbp, generd mayor actividad bactericida contra las
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cepas de meningococo B que expresaban estos tipos de fHbp que las vacunas
monovalentes. El suero inmune de esta vacuna bivalente obtenido de conejos fue
testado mediante el ensayo de la actividad bactericida del suero, o serum
bactericidalactivity (SBA), frente a diversas cepas de meningococo B, y se
neutralizaron 87 de las 100 cepas testadas. El ensayo realizado con suero inmune
humano neutraliz6 36 de los 45 aislados. El mejor factor predictivo para la
neutralizacion mediante el test de SBA fue el nivel de expresion de fHbp en la
superficie in vitro."””'"® Esta vacuna bivalente se encuentra en fase Il/lll en
escolares, adolescentes y adultos, en estudios que se estan desarrollando en
Australia y Espana, entre otros. Hasta la fecha, la vacuna ha demostrado que
desencadena la produccion de una potente respuesta de anticuerpos capaces de
lisar las bacterias procedentes de muestras invasoras de las dos subfamilias, con
un aceptable perfil de seguridad.

Vacuna 4 CMenB (Novartis): El meningococo del serogrupo B representa el primer
ejemplo de un desarrollo de vacunas exitoso mediante la vacunologia inversa'’®
"7 Tradicionalmente las vacunas se han basado en el cultivo de un
microorganismo en el laboratorio y en el aislamiento y posible manipulacion de sus
componentes, analizando la capacidad que tiene cada antigeno para inducir una
respuesta inmunolégica. La vacunologia inversa parte de la secuencia genémica
del microorganismo, analizando, a través de un software bioinformético especifico
(Open Reading Frames [ORF]), genes y fragmentos de ADN que potencialmente
pueden codificar diferentes tipos de proteinas de expresion de la superficie de la
bacteria. De esta forma se pueden predecir los antigenos que tienen mas
probabilidades de ser candidatos para la vacuna. Con esto se requiere mucho
menos tiempo que con el método tradicional, y supone una forma alternativa para
desarrollar vacunas en aquellos casos en que se carece de antigenos
inmunodominantes, como los capsulares o las toxinas.

En el caso concreto de meningococo B, primero se realizé un cribado inicial del
genoma de una cepa de meningococo B, que identifico alrededor de 600 ORF.
Todos los ORF se amplificaron por PCR y se clonaron en Escherichia coli. En total,
se expresaron un total de 350 proteinas recombinantes, que se purificaron y se
usaron para inmunizar ratones'”'8'® Tras la inmunizacién de ratones con estas
proteinas, se obtuvo suero que fue analizado mediante diferentes ensayos como el
Western blot, para la confirmacion de la expresion de las proteinas in vivo y su

localizacién en la membrana externa, y las técnicas enzyme-linked immunosorbent
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assay (ELISA) y fluorescence-activated cell sorter, para verificar su localizacién en
la superficie. Posteriormente, se analizé la actividad bactericida del suero, para
conocer la correlacion con la proteccibn en humanos. El andlisis de
inmunogenicidad identific6 28 antigenos proteicos con capacidad de producir
anticuerpos bactericidas en suero™”'"®'% De estos 28 antigenos, algunos estaban
muy conservados en un grupo de cepas de meningococo B y eran reconocidos por
el suero de pacientes convalecientes de enfermedad meningocdcica. Para priorizar
entre los antigenos seleccionados se consider6 la capacidad de inducir una amplia
proteccion a través del SBA o la observada por proteccién pasiva en los ensayos
realizados con crias de ratas y ratones. Los 3 antigenos que cumplieron estos
criterios fueron antigeno de Neisseria de unién a heparina (Neisserial heparin-
bindingantigen [NHBA]), o genomme-derived neisserial antigens (GNA2132),
GNA1870 o fHbp (proteina de unién al FactorH, Factor H binding protein) y
GNA1994 o adhesina A de Neisseria (Neisserial adhesin A [NadA]). Ademas,
también se incluyeron los antigenos GNA1030 y GNA2091 porque indujeron
inmunidad protectora en algunos ensayos y se fusionaron con NHBA y fHbp,
respectivamente. Sin embargo, ninguno de ellos produjo suficiente respuesta
protectora para cubrir todas las cepas probadas. Debido a que la combinacién de
varios antigenos en una vacuna confiere mejor proteccién, se combinaron los

antigenos principales en una vacuna multicomponente (Figura 11).
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Inicialmente, la vacuna se formuldé con 3 componentes y se llam6é vacuna
recombinante (rMenB), e incluia los antigenos fHbp, NadA y NHBA. Posteriormente,
se afadi6é la OMV de una cepa de Noruega (OMVnw) y se realizaron algunos
ensayos con esta combinacion (rMenB + OMVnw). Finalmente, se sustituyé la
OMVnw por la cepa de Nueva Zelanda, que proporciona mas cobertura, dando
lugar a la rMenB + OMVnz, o también 4 CMenB, por sus cuatro componentes'’.

La vacuna se administra por via intramuscular con una dosis de 0,5 ml. Los
ensayos realizados hasta el momento han demostrado que es una vacuna
inmundégena y segura en lactantes, nifios, adolescentes y adultos, e induce
memoria inmunoldgica. Se estima que su cobertura potencial en Europa seria de un
70-80% de las cepas circulantes. En enero de 2013 la Comisién Europea autoriz6 la
vacuna frente a la enfermedad invasora por meningococo B, Bexsero®, de la
Compaiiia Farmacéutica Novartis and Diagnostics S.L'®. Esta vacuna esta indicada
para la proteccion activa frente a enfermedad invasora por meningococo de
serogrupo B en personas = 2 meses de edad. En Alemania y Reino Unido ya esta
disponible y se espera que Irlanda, Francia y Portugal se sumen proximamente, al
igual que el resto de paises europeos. También ha sido aprobada por la agencia
australiana y la canadiense. Adicionalmente se ha importado y se estd empleando
en el control de brotes de enfermedad en Nueva Jersey y California, en los Estados
Unidos, donde todavia no ha sido sometida a la evaluacién por la FDA.

La situacion en Esparia es diferente: El 5 de abril de 2013 la Agencia Esparola del
Medicamento (AEM), en el Informe de utilidad terapéutica de la vacuna
meningocécica del grupo B, Bexsero®, la restringe a su Uso Hospitalario. La
justificacion para tal decisién radica en la ausencia de datos de eficacia clinica con
la vacuna, en la incidencia contenida de enfermedad meningocécica por serogrupo
B, y en que permanecen a la espera de obtener datos de efectividad post-
autorizacion.

La Ponencia de Programas y Registro de Vacunaciones reconoce el importante
avance que supone disponer de una vacuna frente a enfermedad meningococica
por serogrupo B y la ventaja que en términos de salud publica podria suponer su
utilizacién en un programa poblacional si asi se considerara'®'®. De hecho afirman
gue con la vacunacion sistematica podrian prevenirse 631 casos en menores de 5
anos de edad y 4.784,3 anos de vida perdidos ajustados por discapacidad en los
proximos 5 afos. Sin embargo, teniendo en cuenta la informacién disponible y la

situacién epidemiolégica, en el momento actual las autoridades sanitarias
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espafolas no consideran justificada la inclusion de esta vacuna en el calendario
sistematico de vacunaciones. Segun esta entidad, se recomienda proseguir con la

evaluacion de la vacuna una vez que se disponga de lo siguiente:

- Datos acerca de la proteccion clinica en regiones geograficas o paises de
nuestro entorno.

- Un sistema centralizado de seguimiento por laboratorio, que permita
conocer la efectividad de la vacunacion y, por consiguiente, los fallos de
vacunacion, asi como el seguimiento de la evolucién de las poblaciones
meningocdcicas.

- Datos de compatibilidad con las vacunas antimeningocécicas conjugadas y
con las antineumocécicas de amplio espectro, a menos que se decidiera,
en su caso, la administracién no concomitante con las vacunas de uso
rutinario.

En el supuesto de brotes o casos aislados de enfermedad meningococica por
serogrupo B, las autoridades sanitarias valoraran la utilizacion temporal de la
vacuna en uno o en varios grupos de edad, o en los contactos, en su caso. Esto se
hard, preferiblemente y cuando las circunstancias lo permitan, con una
caracterizacién microbiolégica previa de la cepa causante, y siempre garantizando
el seguimiento microbiolégico de la situacion. En ningun caso la vacunacién
sustituira a la quimioprofilaxis en las personas en las que esté indicada.
Recientemente ha habido brotes de enfermedad meningocdcica por serogrupo B en
las Universidades de Princeton y de California, que han desencadenado la
aprobacion del uso de esta vacuna por parte de la FDA en EEUU.

La decisién de la AEM ha contado con la desaprobacion y critica unanimes por
parte de la comunidad cientifica'®. Si bien es cierto que -al igual que en otros
paises europeos- la incidencia de la enfermedad meningocécica B en Espafna se
encuentra en su nivel mas bajo en las ultimas décadas, no es menos cierto que esa
incidencia es casi la misma que la registrada para la enfermedad meningocécica
causada por el serogrupo C en 2001, cuando se introdujo en el programa de
inmunizacién nacional la vacuna conjugada antineumocécica frente a este
serogrupo. Ademas, la mortalidad y la morbilidad asociada permanecen en tasas
estables e inaceptablemente elevadas, mas aun cuando se dispone de una
herramienta preventiva. Si el mismo criterio se hubiera adoptado en su dia respecto
a la vacunacion frente a meningococo C, todavia estarian falleciendo nifios y

adolescentes como consecuencia de esta enfermedad. La decision de “esperar y
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ver’ no creemos, al igual que las sociedades cientificas y expertos mas
representativos de nuestro pais, que sea el planteamiento correcto en el caso de
una enfermedad impredecible, dinamica y agresiva como es la enfermedad

meningocdcica.
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2.2. GENETICA Y ENFERMEDAD MENINGOCOCICA

2.2.1. Genética y genomica: conceptos generales

2.2.1.1. Variacion genética: mutacion y polimorfismo

Una mutacion es un cambio en la informacién contenida en el ADN de las células,
qgue ocurre de forma espontanea o inducida, y puede consistir en adiciones, deleciones
o sustituciones de pares de bases. La gran mayoria de las mutaciones son neutrales,
es decir, no conllevan ningun cambio (al menos conocido) en la funcién en el
mecanismo de expresion del genoma. Sin embargo, algunos de estos cambios en la
secuencia codificadora de un gen o en algun elemento regulador del mismo podrian
conducir a la formacién de una proteina estructuralmente diferente, lo que podria
condicionar una alteracion en su funcién.

Un polimorfismo genético hace referencia a los mdltiples alelos de un gen
que pudieran existir en un locus concreto del genoma; cuando ocurren sobre un gen,
éstos pueden derivar en patrones de expresion diferentes (p.ej. sobre el color de la
piel). Para que una variante en un gen sea polimérfica, el alelo con frecuencia minima
tiene que estar presente en al menos un 1% de la poblacion.

Existen muchos tipos de polimorfismos en el genoma humano. El mas
frecuente es el conocido como polimorfismo de un unico nucleético, comunmente
conocido como SNP (single nucleotide polymorphism). Un SNP es una variacion en
la secuencia de ADN que afecta a un Unico par de bases (A, T, C 6 G), y constituye la
principal fuente de variabilidad genética interindividual (Figura 12).
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Fig. 12. Representacion esquematica de un SNP: estas dos cadenas de ADN difieren entre si,
unicamente, en un par de bases. Fuente: http://www.wikipedia.org

Los SNPs son los tipos de polimorfismos que generalmente se genotipan en los
estudios genémicos, ampliamente conocidos como Genome-wide Association Studies
(GWAS). En este tipo de estudios se analizan desde unos cuantos miles hasta varios
millones de ellos (usando los chips de SNPs mas actuales). Existen alteraciones en
estos SNPs que pueden implicar alteraciones en los cambios de expresion de un gen,
o un cambio conformacional en la proteina que codifican. A menudo son responsables
de los pequenos cambios que forman parte del componente genético que predispone
a la enfermedad compleja y multifactorial. No obstante, en ocasiones los SNPs que
estamos analizando (SNPs marcadores) no son los verdaderos causantes de una
enfermedad, sino que se encuentran cercanos en el genoma a los verdaderos SNPs
que directamente causan o predisponen a presentar la enfermedad (SNPs
causales)'®. En estos casos, el investigador tiene cierta capacidad para detectar la
asociacioén a través de un SNP marcador simplemente porque existe una relacién de
asociacion entre este SNP y el SNP causal, relacion que técnicamente se conoce
como desequilibrio de ligamiento. El desequilibrio del ligamiento hace referencia a la
segregacion dependiente de variantes alélicas de dos locus. Generalmente, existe una
relacion fuerte entre el desequilibrio de ligamiento y el hecho de que los dos loci en
cuestion estén localizados proximos en el cromosoma, pero no necesariamente.
Podria suceder incluso que dos loci estuvieran en disequilibrio de ligamiento estando

en cromosomas diferentes.
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En resumen, el estudio de estas pequefas variaciones genéticas existentes
entre individuos, ha supuesto un gran avance en el conocimiento de las causas
genéticas de algunas enfermedades. La gran ventaja de los SNPs frente a otros
marcadores es que son abundantes (estan presentes, al menos, en el 1% de la
poblacion), estan uniformemente distribuidos a lo largo de todo el genoma, y pueden
ser analizados mediante métodos automatizables a gran escala, como los microarrays
o chips de ADN.

2.2.1.2. Estudios de asociacion y enfermedad multifactorial

Las enfermedades "complejas" o de causa multifactorial son aquellas en cuyo origen
interaccionan factores ambientales y genéticos. Enfermedades como la diabetes, la
enfermedad celiaca, la obesidad... o infecciones como las de origen neumococico o
meningocdcico, son algunos ejemplos de este tipo de entidades.

En las Ultimas décadas la genética y los estudios de asociacién han
contribuido significativamente al avance del conocimiento de la fisiopatologia de las
enfermedades multifactoriales. Este tipo de estudios tratan de descubrir el papel que
desempena el componente genético de los individuos en el desarrollo, la forma de
presentacion y el prondstico de las enfermedades.

2.2.1.3. Estudios de casos y controles

Los estudios de asociacion de casos-controles son conceptualmente sencillos: las
variantes genéticas de riesgo tenderan a presentarse con mayor frecuencia en una
muestra de casos (individuos afectos) que en una muestra de controles (individuos
sanos). Lo contrario ocurriria para una variante genética protectora. Existen varios
pasos que se deben seguir a la hora de disenar un estudio de asociacion caso-control
(Figura 13):

Recogida de un numero suficiente de casos y controles que permita detectar la
presunta asociacion de la variante genética que estamos analizando con la
enfermedad;

Seleccion de las variantes genéticas (SNPs) que van a ser analizadas;

Genotipado de los SNPs;

Analisis estadistico de los resultados con el fin de valorar si las variantes genéticas
estudiadas estan o no relacionadas con la enfermedad o algun aspecto de su

evolucion.
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Poblacion Poblacion
de casos de controles

de muestras y

Fase de recogida
variables clinicas

Genotipado (SNP, CNV, etc.)
= Estrategia de genes candidatos
= GWAS
* Etc.

Tratamiento
bioinformético

Analisis de SNP y haplotipos

« Contrastes de hipotesis

* Célculo de OR

* Analisis de la interaccién
SNP-SNP

« Etc.

Interpretacion de resultados
* Asociaciones positivas
= SNP y genes candidatos

e interpretacion

Fase de andlisis
Control del error tipo | y tipo 1

* Correccion para hip6tesis mdltiples
* Control de la estratificacién poblacional

* Etc.

Confirmacion de la asociacion
positiva en un estudio de
réplica

Fig. 13. Fases de un estudio de asociacion genética para el estudio de las enfermedades

complejas. Adaptado de Salas y cols'®.
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2.2.1.4. Seleccion de SNPs

Existen varias maneras de abordar el estudio genético de una enfermedad. En el caso
mas sencillo, el investigador, usando sus casos y controles, puede desear replicar una
asociacion previamente descrita en la literatura de un SNP concreto.

El investigador podria plantearse la hipédtesis de que algun grupo de genes
podria estar relacionado con una determinada patologia (genes candidatos). Para
estudiar la presunta asociacion de estos genes con la enfermedad, se deberan
seleccionar las variantes genéticas (SNPs) dentro de estos genes para posteriormente
ser genotipadas en su muestra de casos y controles. Ademas de HapMap, existen
otras muchas fuentes de informacion (bases de datos publicas accesibles por
cualquier investigador en internet), asi como, herramientas bioinformaticas para
seleccionar los SNPs de interés.

Por otro lado, un proyecto de asociacién minimamente ambicioso requiere un
gran esfuerzo de genotipado. Por ejemplo, genotipar tan sélo 100 SNPs en 400 casos
y 400 controles, son en total 80.000 genotipos. Afortunadamente, hoy en dia existen
métodos y ‘plataformas’ de genotipado que permiten obtener miles de genotipos en
pocos dias a un precio razonable que lo hace cada vez mas accesible a un mayor
nuamero de investigadores y laboratorios. Dependiendo del nimero total de genotipos y

muestras a genotipar uno puede determinar cuél es la plataforma mas adecuada'®®.

2.2.1.5. Genome-wide association studies (GWAS)

En el estudio genético de la enfermedad compleja, existe otra alternativa cada vez
mas demandada en la comunidad cientifica. Se trata del ‘barrido gendémico’, técnica
hoy en dia mas conocida como genome-wide association studies (GWAS). En este
tipo de estudio no existe una hipétesis preconcebida (como es el caso del ‘gen
candidato’), sino que se trata de estudiar muchos miles de SNPs distribuidos a lo largo
de todo el genoma en busqueda de algun gen que pudiera estar asociado con la
patologia. Actualmente, existe un gran nUmero de companias que comercializan este
tipo de analisis de genotipado lo cual facilita la labor del investigador. La gran
desventaja de estos estudios es su alto coste; ademas, el analisis de los datos de un
GWAS presenta importantes retos desde el punto de vista estadistico y de
interpretacion de resultados.

75



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Revision del problema

2.2.1.6. Tratamiento estadistico e interpretacion de los resultados en los

estudios de asociacion

La estratificacion poblacional es, probablemente, el mayor problema al que se
enfrentan los estudios de asociacion. Los casos y controles deben ser recogidos en
el mismo grupo poblacional, ya que, de no ser asi, es posible que determinadas
variantes genéticas aparezcan como factores de riesgo de enfermedad cuando en
realidad tienen que ver con las caracteristicas propias de la poblacion.
Correcciones estadisticas para hipétesis multiples: Cuando se estudian varios
SNPs, la probabilidad de que alguno de ellos aparezca como "estadisticamente”
asociado al azar se incrementa; como promedio, uno de cada 20 SNPs estudiados
aparecera como estadisticamente asociado solamente por azar, con un valor de a =
0,05. Existen varios métodos par ajustar los umbrales de significacion y corregir el
efecto de las hipétesis mdltiples, como la correccion de Bonferroni, o el de
Benjamini y Hochberg.

La asociacion observada debe replicarse de manera consistente en otra muestra
recogida de manera independiente, de cara a validar los hallazgos encontrados en
el estudio realizado.

2.2.2. Bases genéticas de la enfermedad meningococica

Se cree que los factores genéticos pueden influir en cualquier punto de la interaccion

entre el meningococo y el huésped: la colonizacion de la nasofaringe, la invasion del

torrente sanguineo o el grado de activacién de la respuesta inflamatoria o de la

coagulacion, modulando el desenlace final de la enfermedad meningocécica® (Figura
14).
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Curso de la enfermedad meningocdcica Zonas de control genético
Colonizacion nasofaringea Superficie epitelial
Invasion del torrente sanguineo Estado secretor ABO
l Adhesién de moléculas
Supervivencia en el torrente sanguineo Complemento, anticuerpos
l proteinas innatas
Activacion de la respuesta inflamatoria Receptores de reconocimiento
de patrones
l Via del NF-xp
Activacion de la coagulacion Factores de la coagulacion,
trombolisis
Inhibidores de la coagulacion
Citocinas
Bacteriemia  Meningitis Sepsis  Shock Plrpura Mediadores de la inflamacion
séptico  fulminante

Supervivencia — Muerte

Fig. 14. Zonas de control genético en relacion al curso de la enfermedad meningocdcica. Adaptado
de Wright et af.

2.2.2.1. Factores de la mucosa del huésped
2.2.2.1.1. Estado de secretor asociado a los antigenos del sistema ABO

Dos de los primeros estudios genéticos en pacientes con EM'®'%

apuntaron el papel
del ‘estado secretor’ de los antigenos de los grupos sanguineos ABO, rasgo sujeto a
control genético. Aproximadamente el 15% de la poblacion no secreta en su saliva las
formas hidrosolubles de los antigenos de su grupo sanguineo, lo cual puede facilitar la
colonizacién de la mucosa nasofaringea por el meningococo. Estos estudios
describieron una asociacion entre el estado de no secretor ABO y el riesgo de
presentar EM. No obstante, el escaso numero de pacientes incluidos obliga a la
validacién de este hallazgo en nuevos estudios, que establezcan a su vez cual es su

mecanismo fisiopatolégico.

2.2.2.1.2. Moléculas de adhesion

Para poder invadir el torrente circulatorio y causar enfermedad, el meningococo debe
primero colonizar el epitelio respiratorio de la nasofaringe del huésped. Esta
colonizacién depende, entre otros factores, de la interaccion de diversas adhesinas de
la superficie bacteriana con receptores especificos epiteliales del huésped. Entre ellas,
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las proteinas meningocécicas asociadas a opacidad (Opa) se unen a la molécula de
adhesién celular del antigeno carcinoembrionario (CEACAM) epitelial. Callaghan et
al'®. evaluaron recientemente el papel de la diversidad genética de CEACAM en la
susceptibilidad a la EM. Este estudio con disefio caso-control observo varios
polimorfismos informativos localizados en cuatro genes CEACAM (1,3, 5y 6), pero no
consiguieron demostrar una asociacion con la EM. No obstante, estos autores
identificaron diversos haplotipos frecuentes en cada gen CEACAM, observando una
asociaciéon dosis-dependiente entre tres haplotipos en CEACAMs 3y 6 y la EM, dos
con efecto protector y otro asociado a mayor susceptibilidad a la EM. Asi pues, estos
hallazgos sugieren que CEACAM puede ser un determinante de la susceptibilidad
humana a EM, pero se precisan mas estudios que confirmen esta asociacion y

establezcan el mecanismo exacto de la misma.

2.2.2.2. Variabilidad genética en la respuesta inmunoldgica innata del huésped
Desde los estudios de Goldschneider en los afios 1960s*, la produccién de
anticuerpos bactericidas se ha considerado el mayor mecanismo protector contra la
EM. Estos anticuerpos se adquieren durante el estado de portador del meningococo, y
a través de reactividad cruzada con otras especies comensales nasofaringeas como
N. lactamica. La colonizacién nasofaringea incentiva la produccion de anticuerpos de
los tres principales tipos de inmunoglobulinas en un periodo de 7-10 dias, sin embargo
la mayoria de casos de EM ocurren en la primera semana tras la adquisicion
nasofaringea de una nueva cepa de N. meningitidis, y por tanto antes de la produccion
de anticuerpos. El hecho de que la mayoria de individuos no desarrollen EM invasiva
tras la adquisicion nasofaringea del meningococo (a pesar de no disponer previamente
de anticuerpos bactericidas) sugiere que son los mecanismos de la inmunidad innata
(mas que la respuesta inmunolégica adquirida) los que juegan un papel importante en
el desarrollo de EM en los individuos susceptibles.

Se entiende que la respuesta inmunoldgica innata es ontogénicamente mas
antigua que la adquirida, y comprende un sistema de proteinas y receptores celulares
constitutivos que reconocen microorganismos e inician respuestas bactericidas y
opsono-fagociticas no especificas. Los defectos en la inmunidad innata del huésped
se han asociado tanto a aumento de la susceptibilidad, como de la gravedad de la EM.
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2.2.2.2.1. Receptores de tipo Toll

La respuesta inmunoldgica innata frente a los distintos patégenos se desencadena tras
el reconocimiento de elementos estructurales comunes presentes en bacterias y virus
por una serie de receptores de reconocimiento de patrones llamados receptores tipo
Toll (TLR). EI LOS del meningococo es el componente de membrana mas potente en
la activacién de la respuesta innata via TLR-4. Esta interacciéon activa una via de
sefalizacién intracelular que resulta en la liberacion de citocinas proinflamatorias y en
la respuesta inflamatoria sistémica del huésped frente a la infeccion.

En modelos animales iniciales se demostré un aumento de la susceptibilidad a
infecciones por microorganismos Gram-negativos en ratones portadores de una
mutacion en el gen del TLR4 que imposibilitaba el reconocimiento al lipopolisacarido
bacteriano'®. Este hallazgo inspirdé la hipétesis de que mutaciones similares en
humanos pudieran aumentar la susceptibilidad a infecciones por Gram-negativos.
Smirnova et al. estudiaron el gen TLR4 sin hallar asociacion entre polimorfismos
comunes Y la susceptibilidad a la EM. No obstante, tras secuenciar completamente el
gen, los autores si identificaron un exceso de variantes poco comunes en pacientes
con EM’. Esto sugirié a los autores que mutaciones poco comunes pero altamente
nocivas podrian jugar un papel mas importante en el desarrollo de la EM que
polimorfismos mas comunes y menos deletéreos, apuntando ademas a un papel

!, describieron una

critico del TLR4 en el riesgo de EM. Posteriormente, Faber et a
asociacién del polimorfismo Asp299Gli en el gen TLR4 asociado a una mayor
susceptibilidad a padecer EM pero solo en pacientes por debajo de 12 meses de edad.
Este polimorfismo se traduce en una hipo-respuesta del huésped al LOS en las células
epiteliales respiratorias, sugiriendo por tanto un papel modulador en la gravedad de la
EM. Un analisis ulterior de esta cohorte demostré un incremento de mortalidad en los
ninos de cualquier edad heterocigotos para este genotipo, siendo maxima en
pacientes menores de 2 anos, en los que la mutacion también se asoci6 a necesidad
de ventilacién mecanica'®. Sin embargo, otros estudios no han podido replicar estos
hallazgos'®* "%, tal vez debido a diferencias en la edad y tipo de poblacion estudiada.
Ademas de la proteina que codifica el gen TLR4, existen otras proteinas
involucradas en la deteccion de estructuras bacterianas, tales como las codificadas por
los genes TLR2 y TLRI. El producto del gen TLR2 se une a la porina de la membrana
externa meningocécica PorB, mientras que el gen TLR9 codifica una proteina que
reconoce motivos Citosina-fosfato-Guanina (CpG) no metilados del ADN microbiano,

desencadenando una cascada de sefalizacién intracelular que resulta en la
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produccion de citocinas inflamatorias y quimiocinas. Recientemente, un estudio
realizado en nifios con meningitis meningococica ha mostrado el papel protector contra
la meningococemia de las variantes localizadas en el gen TLR9 SNP +2848 y -1237,
prerrequisito esencial para la invasién meningea, y una asociacibn con una mayor
respuesta inflamatoria local en el sistema nervioso central (SNC). Asi pues, segun los
autores, los portadores de estas mutaciones presentan un menor riesgo de desarrollar
meningitis cuando son colonizados por el meningococo, y aquellos que la desarrollan
presentan una mejor respuesta bactericida en el SNC, con mayor riesgo potencial de
desarrollo de secuelas neurolégicas'®. En este sentido, este mismo grupo de
investigadores acaban de referir un mayor riesgo de sordera post-meningitis
meningocécica asociado al polimorfismo TLR4+896 (P-valor = 0.0004, OR 6.2), y a la
combinacion del genotipo salvaje TLR2+2477 con la mutacion TLR4+896 (P-valor =
0.0001, OR 7.6).%*

Tras la union de los TLRs a sus dianas, se activan una serie de genes
reguladores de la activacién celular. Variaciones genéticas en estos genes podrian
estan implicadas en la regulacion del reconocimiento del microorganismo por parte del
huésped y la activacion de la respuesta inflamatoria. En este sentido, se ha descrito en
la literatura un caso de déficit completo de IRAK-4 (normalmente asociado con
infecciones por Gram-positivos) y la EM'®’. En conjunto, todos estos estudios sugieren
que los TLR, y muy en especial el TLR4 y su via de sefalizacion, son componentes
esenciales en el control de la respuesta inmunolégica a la EM.

2.2.2.2.2. Sistema del complemento
El sistema del complemento es esencial en la respuesta inmunoldgica innata frente a
la infeccidn. Existen tres vias de activacion diferentes del sistema del complemento
que convergen en la formacién de un complejo de ataque de membrana cuyo fin es la
lisis y muerte de la bacteria (Figura 7).

La via clasica se activa por los complejos antigeno-anticuerpo;

La via ligada a la lectina de union a la manosa (MBL), homéloga a la via clasica, se
inicia tras la union de MBL a carbohidratos de la pared microbiana, lo cual activa a
las serin-proteasas asociadas a MBL (MASP-1 y MASP-2);

La via alternativa del complemento se puede activar por la interaccién del
componente C3 del complemento con el patégeno, o actuar como un asa de
amplificacién de las otras dos vias del complemento.
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Todas las vias convergen en la formacién del enzima C3 convertasa, la cual produce
C3a y C3b. C3b puede actuar como opsonina uniéndose a patbégenos y facilitando la
fagocitosis, o unirse a la C3 convertasa, formar C5 convertasa y generar C5a y C5b.
Estos ultimos inducen la formacion del complejo de ataque de membrana (MAC) en el
patégeno (componentes C5-C9), que produce poros en las membranas bacterianas
resultando en la muerte del patégeno.

Componentes del complemento dependientes de anticuerpos: Los déficits
congénitos del complemento han sido los primeros y mas estudiados defectos
genéticos descritos capaces de predisponer a EM. Los primeros estudios de EM en
adultos identificaron un defecto del complemento en 10-20% de los casos'®, los
cuales se han identificado sélo raramente en nifios con EM esporadica. Defectos
tanto en componentes tempranos del complemento (C1, C2, C3, C3b), como en
compontentes terminales (C5-C9) han sido descritos en pacientes con EM. Los

defectos terminales, ademas, se asocian a riesgo de EM recurrente'®®

a pesar de la
presencia de anticuerpos, lo cual apunta al papel critico del complemento en la
respuesta a N. meningitidis. Ademas, en estos casos parece que la gravedad de la
EM puede ser menor que en individuos sin déficits de complemento, sugiriendo que
los componentes terminales del complemento pueden estar involucrados también
en la patofisiologia de la EM grave.

Lectina de uniéon a la manosa (MBL): Se han descrito hasta la fecha tres
polimorfismos en el gen MBL2, que resultan en tres variantes alélicas estructurales
(conocidas como B, C y D) y concentraciones plasmaticas menores de MBL. Estas
variantes se asociaron a mayor susceptibilidad a la EM en dos pequefios estudios
realizados en nifios con EM®*®. No obstante, ninguno de estos estudios ni su
metaanalisis®®', pudieron demostrar una asociacion con mortalidad. El déficit de
MBL también se describié en tres miembros de una misma familia con antecedente
de EM?®, asi como asociado a otras infecciones, como la infecciéon neumocdcica.
Estos datos iniciales apuntaron a un papel potencial del gen MBL en la
susceptibilidad a EM, especialmente teniendo en cuenta su relativa alta prevalencia
en la poblacién general (frecuencia estimada en Europa de 0,23 (IC al 95% 0,226-
0,234). Sin embargo, un estudio caso-control reciente en donde se analizan 296
casos confirmados de EM y 5.196 controles europeos no ha podido identificar
asociacién alguna entre los polimorfismos del gen MBL2 y la EM, tanto en la
cohorte general como analizando la muestra segiin subgrupos de edad®®. Estos
autores atribuyen los hallazgos previos a errores sistematicos en los estudios,
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cuyos individuos control presentaban frecuencias alélicas de polimorfismos MBL
significativamente inferiores a las descritas en la poblacién general.

Reguladores de la activacion del complemento: A pesar de que la activacion del
complemento es un componente fundamental de la respuesta innata del huésped
frente a la infeccion meningocdcica, la activacion descontrolada del mismo en el
transcurso de la EM puede resultar nociva para el huésped y contribuir al dano
tisular asociado. Asi pues, la activacién del complemento se encuentra en
condiciones normales estrechamente regulada a través de una serie de inhibidores
y reguladores positivos que actlan en cada paso de la cascada enzimatica de
activacién del complemento. La importancia de estos reguladores se pone de
manifiesto en el hecho de que algunos son al mismo tiempo diana de patdégenos (N.
meningitidis entre ellos), quienes logran evadir asi la accion bactericida del
complemento.

Properdina: La properdina es un regulador positivo de la via alternativa del
complemento, que se une y estabiliza las convertasas C3 y C5, C3bBb vy
C3bBbC3b. Pacientes con déficit congénito de properdina (herencia ligada al
cromosoma X) pueden desarrollar una meningococemia fulminante, con tasas de
mortalidad entre 33 y 75%%*. Los individuos que sobreviven, sin embargo, no
tienden a presentar infecciones recurrentes®®. El déficit de properdina se asocia
también a una mayor susceptibilidad a EM causada por serotipos poco habituales
de N. meningitidis, 1o cual sugiere que la properdina es un mecanismo de
proteccion fundamental frente a la Neisseria sp. Ademas, se han identificado
variantes genéticas en otros genes asociadas al déficit de properdina, tales como
déficits de proteina C?®, el alotipo IgG G2m(n)*®, o MBL*”. Esto sustenta la
hipétesis de que los individuos con mayor susceptibilidad a EM son aquellos
portadores de multiples mutaciones deletéreas.

Factor D: Los polimorfismos en el Factor D, otro miembro de la via alternativa del
complemento, se han visto también asociados a la susceptibilidad a EM en dos
pequenos estudios familiares, cuyo valor es limitado mientras no sean replicados.
Factor H: El factor H del complemento (CFH) es una proteina cuya principal funcion
es regular la activacion de la via alternativa del complemento, compitiendo con la
interaccion del factor B de la via alternativa y la convertasa C3 para producir C3b
inactivo. Tras la descripcion de varios casos de EM asociada a déficit de CFH?%2%,

/1 0

Haralambous et al’”. exploraron la hipétesis de que variantes alélicas del gen CFH

resultantes en concentraciones plasmaticas de CFH diferentes modularian la
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susceptibilidad a EM. Estos autores mostraron que el polimorfismo comun C496T
localizado en el promotor del gen CFH resulta en una concentracion plasmatica
elevada de CFH y mayor susceptibilidad a EM (OR 2, IC al 95% 1.3 - 3.2, P-valor =
0.001), particularmente la causada por el serogrupo C. Segun este estudio, el
riesgo atribuido a este polimorfismo, junto con su alta frecuencia en la poblacion
general, supone un efecto estimado de esta variante en la poblacion (medido a
través de la fraccion atribuible en la poblacion) de hasta el 30%°. Estudios
funcionales in vitro han obtenido resultados parecidos.

Curiosamente, los datos iniciales muestran que el riesgo de padecer EM es superior
tanto en individuos carentes de CFH, como en aquellos con la variante C496T y
niveles circulantes altos de la proteina. La explicacion mas probable es que
individuos con déficit total de CFH presenten una activacién excesiva de la via
alternativa del complemento que resulte en una deplecién por consumo de los
componentes del complemento necesarios para la defensa contra el meningococo;
mientras que en individuos con altos niveles de CFH, la interaccidén de la proteina
de unién al factor H del complemento (fHbp) permita al meningococo evadir la lisis
mediada por complemento. En este sentido, es importante destacar que la nueva
generacidbn de vacunas anti-meningocdécicas frente al serogrupo B, incluye

precisamente en su composicion el fHbp.

2.2.2.2.3. Proteinas del surfactante

Las proteinas del surfactante SP-A y SP-D son moléculas de reconocimiento de patron
expresadas en la nasofaringe y el tracto respiratorio del huésped. Se unen a azucares
microbianos y activan la respuesta inflamatoria y fagocitosis. El hecho de que estas
proteinas se expresen en el mismo lugar que generalmente usa N. meningitidis para
colonizar al individuo, sugiere la posibilidad de que existan variaciones genéticas en
los genes que codifican estas proteinas que pudieran estar relacionados con una
expresion y/o funcion diferencial en la susceptibilidad a EM.

Asi pues, Jack et af’®. en un estudio caso-control con 330 pacientes,
estudiaron varios polimorfismos en los genes SP. Uno de ellos, el denominado alelo
1A localizado en el gen SP-A2, se asocié con un aumento tanto de la susceptibilidad a
EM (OR, 6,7; IC al 95% 1,4-31,5), como de la mortalidad asociada (OR ajustada por
edad, 2,9; IC al 95% 1,1-7,7)). Ademas, se observé un efecto protector frente a EM
asociado al alelo 1A°® y dos asociaciones (una protectora y otra de riesgo) relacionadas
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con dos haplotipos distintos, SP-A1/SP-A2. De nuevo, estos resultados deben
interpretarse como preliminares, ya que aun no han sido confirmados en otras

cohortes.

2.2.2.3. Variabilidad genética en la respuesta inmunolégica adquirida del
huésped

Un proceso de fagocitosis efectivo precisa de los receptores de la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas (FcRs) situados en la superficie de los fagocitos. Existen tres clases
de FcRs para las IgG (FcyR): FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16). Todas
ellas forman doce subclases, tres de las cuales son importantes en la defensa del
huésped contra el meningococo (FcyRlla, FcyRllla y FeyRIllb). FcyRlla se expresa
constitutivamente en los neutréfilos y es crucial para la unién con IgG2. Existen dos
alotipos de FcyRlla, en funcion de la presencia de un residuo arginina (R) o histidina
(H) en la posicién 131, lo cual modifica la eficiencia de su unién a IgG2 e IgG3. Asi, los
neutréfilos con el alotipoFcyRlla-H/H131 fagocitan méas efectivamente que aquellos
con el alotipoFcyRlla-R/R131. El FcyRllla, expresado en monocitos/macréfagos y
células NK, tiene una fenilalanina o una valina en la posicién 158, lo cual también
determina su unién a IgG1, IgG3 e IgG4. Finalmente, el FcyRlllb de los neutréfilos
tiene un polimorfismo que causa la sustitucion de cuatro aminoacidos y altera la
glicosilacién del receptor. Esta variante FcyRlllb del antigeno neutréfilo 1 (FcyRlllb-
Na1) se une mas eficientemente a IgG3 que la variante FcyRlIlIb-Na2.

Diversos estudios han investigado la hipétesis de que la variabilidad de alotipos
en los FcRs juegue un papel en la susceptibilidad y gravedad de la EM, tanto en
pacientes con un complemento normo-funcionante, como en aquellos con déficits de
las fracciones terminales del mismo (C5-C9). Asi, se postul6 que los individuos con
alotipo FcyRlIla-R/R131 serian mas susceptibles a EM que aquellos con alotipos Rlla-
R/H131 y Rlla-H/H131. Sin embargo, los estudios realizados hasta la fecha han

ofrecido resultados confusos e inconsistentes®''2'2

, probablemente en relacién a los
pequenos tamanos muestrales, y a diferencias fenotipicas en la poblacion estudiada y
en la metodologia utilizada. Las especulaciones resultantes de estos estudios, no
obstante, pueden resumirse en dos puntos: los variantes de FcyRlla, que podrian
modificar la susceptibilidad a EM en pacientes mayores de cinco anos (con o sin
déficits asociados del complemento), y las variantes de las subclases FcyRlla y

FcyRlllb, que lo harian Gnicamente en individuos con déficits terminales de
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complemento. Por otro lado, disponemos de un mayor grado de evidencia para la
asociacién entre FcyRlla-R/R131 y gravedad de la EM. Asi, un estudio de asociacion
espafol con 130 casos de EM, demostr6 una prevalencia significativamente mayor en
individuos con sepsis meningocdcica fulminante (OR 3,6, IC al 95% 1,1-13,2, P-valor =
0.08) y con meningococemia sin meningitis (OR 3,3, IC al 95% 1,5-7,4, P-valor =
0,002). Ademas, los pacientes portadores del alotipo FcyRlla-R/R131 presentaron una
incidencia significativamente mayor de complicaciones y secuelas que sus controles
sanos®™. No se han hallado asociaciones significativas entre polimorfismos de FcyRllla
o FeyRlllb y EM?™,

En resumen, a pesar de que las variantes FcyRlla parecen influir en la
susceptibilidad y gravedad de la EM, con los datos disponibles hoy por hoy es dificil
concluir que estas asociaciones sean reales. Estudios de mayor tamafo con
definiciones uniformes de los casos y controles son necesarios para poder obtener

respuestas definitivas.

2.2.2.4. Control genético de la coagulacion y purpura fulminans

Una de las caracteristicas clinicas mas relevantes de la EM es la ocurrencia de
purpura y coagulacion intravascular diseminada. Mientras que la mayoria de pacientes
con EM presentan un cierto grado de activacion de la coagulacion, sélo un 5-10 % de
los nifios desarrollan purpura fulminans, la complicacion mas devastadora de la EM
con una mortalidad asociada del 30-60% y que puede resultar en gangrena periférica y
necesidad de injertos cutdneos o amputaciones en los supervivientes?'®.

Durante la ultima década, diversos estudios han demostrado que la
fisiopatologia de la coagulopatia en la EM resulta de un desequilibrio altamente
complejo entre vias procoagulantes y anticoagulantes, que deriva en la formacién
diseminada de trombos en la microcirculacion, la alteracion de la fibrinolisis y una
coagulopatia y trombopenia de consumo. Asi, en la sepsis meningocdcica con purpura
fulminans las concentraciones plasmaticas de los inhibidores de la coagulacion
antitrombina ll, proteina C y proteina S, y la expresion endotelial de
glicosaminoglicanos (GAGs) estan muy disminuidas. Los niveles de GAGs en plasma
y orina se elevan y se altera la produccién de prostaciclina inhibidora de plaquetas.
Ademas, mientras que la exposicion de monocitos y células endoteliales al
meningococo incrementa la expresion del factor tisular, los niveles plasmaticos del
inhibidor de la via del factor tisular descienden significativamente. Por otro lado, existe
una deplecibn marcada del receptor endotelial de la proteina C (PC) y la
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trombomodulina, ambos elementos necesarios para la activacién de la PC. Todos
estos factores contribuyentes a la CID ocurren concomitantemente con una disfuncién
de la fibrinolisis, inhibida por los altos niveles circulantes del inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI-1).

Dada la proporcién relativamente pequefia de casos de EM con esta
complicacién, es posible que existan diferencias individuales, genéticamente
determinadas, en la concentracién y funcién de cualquiera de los componentes
implicados en la cascada de la coagulacién y fibrinolisis, que modifiquen la gravedad
de la EMy la incidencia de complicaciones trombéticas.

2.2.2.41. Factor V

Uno de los factores de riesgo mas frecuentes de trombosis es la aparicién de
una mutacién no sindénima en el exén 10 del gen Factor V de Leiden (FVL) localizado
en el brazo corto del cromosoma 1. Este trastorno se hereda de forma autosémica
dominante y tiene penetrancia. La mutacion aumenta el riesgo de trombosis venosa y
tromboembolismo pulmonar al impedir que la proteina C inactive el factor V (y factor
VIIl) y regule asi la cascada procoagulante. Asi por ejemplo, la mutacién en
homocigosis se asocié al desarrollo de purpura fulminans en una nifa de cuatro anos
con EM?'®. En un estudio de 259 nifios con EM, si bien no se hallé asociacién entre
FVL y susceptibilidad a la infeccion, si se mostraron formas de purpura fulminans mas

graves en nifios con la mutacién?'’.

2.2.2.4.2. Activador tisular del plasminégeno (t-PA) e inhibidor del activador del
plasminégeno (PAI)
El activador tisular del plasminégeno (t-PA) y el activador del plasminégeno tipo
uroquinasa (u-PA) activan la fibrinolisis al convertir el plasminégeno en plasmina, su
forma activa. La plasmina promueve entonces la degradacion de los coagulos de
fibrina. Hasta la fecha, no se han demostrado polimorfismos asociados con la EM en el
gen que codifica t-PA, y no existen estudios que hayan evaluado el gen de u-PA. Sin
embargo, el inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1) se ha estudiado
exhaustivamente, habiéndose descrito un polimorfismo funcional en la regién
promotora del gen que lo codifica (SERPINE1) asociado a la gravedad y el prondstico
de la EM en muchos estudios.

Varios estudios han demostrado una asociacion entre el polimorfismo de

insercién/delecion 4G/5G en la region promotora SERPINET1 con los niveles
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plasmaticos de PAI-1 y el pronéstico de la EM. Esta asociacién ha sido consistente en

un metaandlisis reciente®"

. Diversos estudios posteriores han demostrado ademas
que los pacientes con sepsis meningococica y homocigosis 4G/4G son los que
presentan mayor concentracién de PAI-1 y riesgo de mortalidad en relacion al
desarrollo de fallo multiorganico y CID. Ademas, los supervivientes con dicho genotipo
sufren mayor incidencia de complicaciones vasculares.

En conjunto, estos estudios indican un efecto genuino de los polimorfismos de
PAI-1 en la gravedad de la EM y sugieren que la via fibrinolitica es un componente

clave de la respuesta inflamatoria a la EM.

2.2.2.4.3. Proteina C (PC)

La PC, anticoagulante natural, se activa gracias a la accion combinada de la trombina,
trombomodulina y receptor endotelial de PC. Una vez activada, inhibe al PAI-1,
inactiva el factor V y VIl y controla la respuesta inflamatoria. En la sepsis
meningocécica, niveles bajos de PC estan asociados a un incremento en la gravedad.
Se han descrito dos polimorfismos en la region promotora del gen de la PC (C-1654T,
A-1641G) capaces de alterar sus niveles plasmaticos. Un estudio de Binder et af'.
encontrd una frecuencia significativamente mayor del haplotipo CG en niflos menores
de un afo de edad con sepsis meningocdcica, asociada en pacientes homocigoéticos
con mayor riesgo de precisar soporte inotropico. Curiosamente, el genotipo TA-TA

resulté aparentemente protector®”.

2.2.2.4.4. Inhibidor de la fibrinolisis activable por la trombina (TAFI)

El inhibidor de la fibrinolisis activable por la trombina es otro inhibidor natural de la
fibrinolisis. Este contiene tres SNPs en la region codificante de su gen CPB2, uno de
los cuales (Thr325lle) conduce a un mayor potencial antifibrinolitico. Este SNP se
estudié en padres de nifos con antecedente de EM (vivos 0 no) y en pacientes
supervivientes. A pesar de no hallarse asociacion entre el SNP y susceptibilidad a EM
en los pacientes, si se observd esta asociacion en los padres de los nifos fallecidos
por EM, sugiriendo una vinculacién de este polimorfismo con el pronéstico de la EM*'®,
En otro pequefio estudio en nifios con EM, los niveles de marcadores de activaciéon de
TAFI se correlacionaron intensamente con otros marcadores analiticos de gravedad
de sepsis meningocécica, siendo la frecuencia de THr325Thr significativamente
superior en pacientes con CID?'.
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2.2.2.5. Importancia de la variabilidad genética en las citocinas

Muchos autores sugieren que los pacientes con EM fulminante y fatal sufren una
respuesta inflamatoria excesiva e incontrolada. La produccion de citocinas
proinflamatorias no esta regulada exclusivamente por sus genes promotores, sino por
una compleja serie de eventos que empieza con la activacion del CD14 y TLR4 por el
LOS meningocécico, seguido de una cascada de sefalizacion intracelular que
conduce a la liberacion de factores de transcripcion nucleares y finalmente a la sintesis
de citocinas. Las variaciones genéticas en cualquiera de las moléculas involucradas en
esta via podrian teéricamente modificar la susceptibilidad o gravedad de la respuesta
inflamatoria en la EM.

El TNF es un elemento clave en la activacion macrofagica y respuesta
inflamatoria a la EM. Aproximadamente el 60% de la variacion de la produccién de
TNF esta determinada genéticamente, y los niveles de TNF se correlacionan con la
gravedad de la EM. Se han identificado dos polimorfismos en las posiciones -308 y -
238 del gen promotor de TNF, pero ninguno se ha asociado definitivamente a
susceptibilidad o mortalidad en la EM®.

Las citocinas IL-1a e IL-1B son también esenciales en la respuesta inflamatoria
a la infeccibn meningocécica, participando en un amplio espectro de actividades
biol6gicas tales como la induccién de la fiebre y la liberacion de proteinas de fase
aguda. Su accién esta regulada por el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra), que
se une competitivamente al receptor de IL1. Varios estudios han buscado la asociacion
entre variantes alélicas en los genes de la familia IL1 y la EM, sin aportar resultados

concluyentes®%#!

. La IL-6 es otra citocina proinflamatoria importante en la respuesta
innata al meningococo, correlacionandose sus niveles plasmaticos con mortalidad.
Ademas, IL-6 parece responsable de la disfuncion miocardica asociada a la sepsis
meningocécica. Hasta la fecha, un solo estudio ha investigado y mostrado una
asociacién entre el genotipo GG del polimorfismo del promotor de /L6 en la posicién -
174 y mortalidad por la EM?. Por (ltimo, el 75% de la variacion en la produccién de
IL10, citocina supresora de la respuesta inflamatoria, esta genéticamente determinado.
Un polimorfismo (A1082G) en el gen IL-10 se ha asociado con mayor gravedad de la
EM solo, y en combinacién con los genotipos de FcyRlla en familiares de pacientes

con EM?",
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2.2.2.6. Otros determinantes genéticos de la enfermedad meningocdcica

- Enzima convertidor de angiotensina (ECA): Forma parte del sistema renina-
angiotensina-aldosterona y potencia la respuesta inflamatoria. Su actividad
plasmatica y tisular se altera por la presencia del llamado alelo D en un
polimorfismo del gen de la ECA. Esta variante en homocigosis (DD) se ha asociado
a mayor gravedad y morbilidad de la EM en un solo estudio con 113 pacientes®®,
pero no en otro pequefio estudio posterior.

- ADN mitocondrial: Un estudio reciente realizado por nuestro grupo'' evalué el
posible papel de la variacion genética del ADN mitocondrial humano y la
susceptibilidad o curso clinico de la EM. El estudio analiz6 307 casos pediatricos de
EM en nifios espafoles y dos grupos independientes de controles de 917 y 616
individuos respectivamente. A pesar del tamafno muestral relativamente grande, no
se pudo identificar una asociacion significativa entre SNPs mitocondriales o
haplogrupos de DNA mitocondrial y la EM', excluyéndose con rotuntidad su
implicacion e incluso poniendo en duda su papel en otras formas de sepsis 0 shock
séptico.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

N. meningitidis es una de las principales causas de meningitis bacteriana, sepsis grave
y shock séptico en todo el mundo, y constituye la primera causa de muerte por
infeccion en paises desarrollados. El mejor conocimiento de la enfermedad
meningocécica (EM), podria contribuir al desarrollo de nuevas estrategias preventivas
y terapéuticas eficaces, que ayudasen a modular el curso y pronéstico de esta
enfermedad, hasta el momento tan impredecible y potencialmente devastadora.

Una de las caracteristicas mas llamativas de la infeccion meningocécica es, sin
duda, el alto grado de variabilidad interindividual existente, tanto en la susceptibilidad a
adquirir la infeccién, como en la presentaciéon clinica, espectro de gravedad vy
prondstico. Sabemos que el riesgo relativo de EM entre hermanos, comparado con el
de la poblacién general, es similar al de otras enfermedades poligénicas importantes
(tales como la artritis reumatoide, diabetes, etc.) en las que el papel de la genética ya
ha sido claramente establecido. Sin embargo la mayoria de los estudios genéticos
realizados en EM hasta la fecha presentan importantes limitaciones.

La disponibilidad de nuevas tecnologias y en concreto los estudios de asociacion
de base poblacional como los basados en el barrido gendmico (ampliamente
conocidos en la jerga genémica como Genome-Wide Association Studies, GWAS)
estan permitiendo identificar variantes comunes de baja penetrancia, capaces también
de modular la susceptibilidad y pronéstico de muchas enfermedades. Este abordaje no
se ha realizado antes en el contexto de la enfermedad meningococica.

La identificacion de factores genéticos que pudiesen influenciar el patrén de
respuesta individual a la infeccién meningocécica nos permitiria modificar la evolucién
y el pronostico de nuestros nifos, y sentaria las bases necesarias para el desarrollo
farmacogenético y farmacogendmico de la enfermedad, tanto de su profilaxis como de

su tratamiento.
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El objetivo general de este estudio es determinar si existe algun tipo de
condicionamiento genético que explique la susceptibilidad a la enfermedad
meningocadcica.

Para lograrlo, los objetivos especificos seran desarrollados en dos fases

diferentes, de la manera que sigue:
Primera fase:

o La realizacion del primer GWAS de susceptibilidad a enfermedad

meningocdcica comunicado hasta el momento, en una muestra de casos de
enfermedad meningocécica y controles de Reino Unido;

Los polimorfismos (SNPs) que alcancen mayor significacién en este GWAS
inicial seran replicados en otras dos cohortes europeas independientes de
casos y controles;

Mediante "mapeo fino" se identificardn los polimorfismos asociados con
susceptibilidad a enfermedad meningocdcica en estas tres cohortes.

Segunda fase:

o Con el fin de aumentar el poder de detectar otras regiones genéticas

asociadas con la enfermedad meningocécica, se realizara otro segundo
GWAS de susceptibilidad a enfermedad meningocécica en una cohorte de
casos y controles espanoles;

Se llevara a cabo un metaanalisis incluyendo ambos GWAS (el de la primera
y el de la segunda fase);

Los SNPs seleccionados en este metaandlisis seran replicados en una

tercera cohorte europea de casos y controles;

Finalmente se llevara a cabo un metaandlisis conjunto de las tres cohortes, con el fin

de encontrar los polimorfimos mas consistentes en todos los grupos.

94



4. HIPOTESIS







4. HIPOTESIS

La expresion clinica de la enfermedad meningocécica es amplia e incluye desde la
bacteriemia y la meningitis hasta la purpura fulminante, pasando por el shock séptico y
el fracaso multiorganico refractarios. Se estima que alrededor del 10% de la poblacién
en circunstancias no epidémicas es portadora de este microorganismo. Las razones
que explican que un paciente sea 0 no portador asintomatico de N. meningitidis, y
desarrolle una u otra forma clinica de la enfermedad meningocécica, pueden ser
multiples.

Creemos que la variacién en la carga genética de cada individuo podria ser uno
de los factores determinantes principales, y que esta carga podria identificarse a
través de técnicas de genotipado de alto rendimiento basadas en SNPs y sustentadas

en la hipétesis de variante comun-enfermedad comun.
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MATERIAL Y METODOS

5.1.

METODOLOGIA DE LABORATORIO

A continuacion se describe la metodologia de laboratorio aplicada en las muestras

sanguineas de las cohortes de casos y controles de Espafa, tanto en la primera como

en la segunda fase del estudio. Para la extraccion de ADN a partir de sangre periférica

se utilizé un protocolo basado en fenol/cloroformo-alchohol isoamilico especialmente

disenado para manchas de fluidos biolégicos, tal y como se describe a continuacién:

Cortar 1 cm? de tejido y resuspenderlo 500 pl de tampén DLB (Tris-CIH 1M,
CINa 5M, EDTA 0.5M pH 8.0).

Anadir 50 ul de SDS al 10% y 5 pl de proteinasa K (20 mg/ml).

Incubar toda la noche a 56 °C con agitacion suave.

Anadir 20 pl de NaCl 5M y 575 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico
(25:24:1).

Mezclar por inversion.

Centrifugar 3 minutos a 12000 r.p.m. y pasar la fase acuosa a otro tubo.

Anadir 575 pl de cloroformo: alcohol isoamilico y mezclar por inversién.
Centrifugar 3 minutos a 12000 r.p.m.

Pasar la fase acuosa a otro tubo y anadir 1 ml de etanol absoluto frio.

Mantener durante 15 minutos a —80 °C y centrifugar 15 minutos a 12000 r.p.m.
Vaciar el contenido de los tubos y dejar secar el precipitado al aire.
Resuspender el precipitado en 50 -100 ul agua bidestilada estéril e incubar a
56 °C con agitacién suave entre 2 y 16 horas.

El rendimiento final es de aproximadamente 35 ng/ul.
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5.2. PRIMERA FASE DEL ESTUDIO: UK-GWAS

5.2.1. Diseno del estudio

Esta primera fase del estudio (UK-GWAS) consistié en la realizacién del primer GWAS
de susceptibilidad a enfermedad meningocdécica publicado hasta el momento. Se
procedié de la forma que sigue (Figura 15):

19) GWAS de descubrimiento en Reino Unido: El GWAS se llevé a cabo en una
cohorte de 547 casos de enfermedad meningocécica y 4,703 controles de Reino
Unido.

2% Replicacion en dos cohortes adicionales: Los SNPs que mostraron mayor
significacion en este GWAS inicial fueron replicados en otras dos cohortes
europeas de casos y controles: una del Oeste (cohorte centroeuropea) y otra del
Sur de Europa (cohorte ESIGEM-Espana).

3% "Mapeo fino" e identificacion de alelos de susceptibilidad: Finalmente,
mediante mapeo fino, se identificaron los polimorfismos asociados con

susceptibilidad a enfermedad meningocécica en las tres cohortes.

Casos de EM de Reino Unido {n = 475) | | Controles WTCCC de Reino Unide {(n = 4703}
| |
v
GWAS
Mumina 610 Hap-quad chip

h 4
Seleccidénde los ‘top hits' y de los
genes candidatos

A 4
Replicacionen la cohorte de Centroeuropa (520 casos, 864 controles)
usando Sequenom

Replicaciénen la cohorte del Sur de Europa {415 casos, 537 controles)
usando Sequenom

A
Mapeo, usandoe Sequenom

A4
Identificacion de genes de
susceptibilidad en las 3 cohortes

Fig. 15. Disefio esquematico de la primera fase del estudio.
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5.2.2. Participantes en el estudio

Los criterios de inclusion y exclusion fueron uniformes a lo largo del estudio en sus
diferentes fases.

Se consideraron candidatos a participar en él a pacientes diagnosticados de
enfermedad meningocécica invasiva (sepsis y/0 meningitis meningocdcica), de
acuerdo con una serie de criterios comunes. Todos los pacientes presentaban un rash
petequial o purpurico caracteristico, y evidencia clinica de sepsis y/o meningitis®®°. El
diagnéstico fue confirmado microbiol6gicamente mediante el cultivo de N. meningitidis
o la deteccion de PCR de antigeno de meningococo en liquidos normalmente estériles
(sangre o liquido cefalorraquideo (LCR)). Aquellos pacientes en quienes los estudios
microbiolégicos fueron negativos o incompletos fueron incluidos si cumplian
caracteristicas clinicas de shock, rash purpdrico o meningitis, siempre y cuando
hubiesen sido excluidas otras posibles bacterias patégenas (estafilococo o
Neumococo) O Virus.

Todos los pacientes incluidos, tanto en la primera como en la segunda fase del
estudio, fueron reclutados con el consentimiento informado de los padres o tutores
legales correspondientes. Asimismo se cont6 con la aprobacién de los comités de
ética de todas las instituciones participantes.

5.2.2.1. Casos

Las caracteristicas clinicas y demograficas de cada cohorte de pacientes, después de
haber sido aplicados los filtros de control de calidad, se muestran en la Tabla 8. Los
detalles clinicos y demograficos de los pacientes con enfermedad meningocdécica de
Reino Unido y del Oeste de Europa fueron introducidos en una misma base de datos,
con criterios comunes de gravedad y pronéstico. Los datos relativos a los pacientes
reclutados en Espafa se mantuvieron aparte por haberse aplicado diferentes criterios
y definiciones de gravedad clinica y evolutiva.
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Tabla 8. Caracteristicas clinicas y demograficas de los grupos genotipados con éxito en el UK-
GWAS y en las cohortes de replicacion. MM: meningitis meningocécica. SM: sepsis meningocdécica.
IQR: rango intercuartil. *Total de casos de los que se dispone de informacion. ®GMSPS: Glasgow
meningococcal prognostic score; en la cohorte de ESIGEM-Spain se aplicé el MSSS: the meningococcal
septic shock score. °En la cohorte de ESIGEM-Spain, la ventilacién mecénica se refiere a cualquier tipo de
soporte respiratorio (incluida la ventilacion no invasiva).

Caracteristicas n’ UK-GWAS n®  Oestede Europa | n®  ESIGEM-Spain
N2 de varones (%) 442 237 (53.6) 553 293 (52.98) 415 253 (60.9)
Casos de MM (%) 439 59 (13.44) 507 135 (26.63) 377 45 (11.93)
Casos de SM (%) 439 280 (63.78) | 507 160 (31.56) 377 189 (50.13)
Casos de SM y MM (%) 439 100 (22.78) | 507 212 (41.81) 377 143 (37.93)
Mediana de edad al ingreso (IGR) | 442 3.3(1.36-8.24) | 533  3.87 (1.47-10.78) | 415 2.1(0.94-5.1)
Mediana GMSPS (IQR)° 394 9 (6-12) 381 2 (0-5) 320 0(0-2)
lonotrépicos (%) 441 268 (60.77) | 524 190 (36.26) 377 181 (48.01)
Ventilacién mecanica (%)° 442 321(72.62) | 519 158 (30.44) 377 181 (48.01)
Injertos cutaneos (%) 442 16 (3.62) 445 9 (2.02) 377 8(2.12)
Amputaciones (%) 442 4 (0.90) 445 11 (2.47) 377 9 (2.38)
Muertes (%) 442 18 (4.07) 534 29 (5.43) 377 16 (3.85)

5.2.2.1.1. Cohorte del UK-GWAS

Para la cohorte del GWAS de descubrimiento, los pacientes con ascendencia europea
con enfermedad meningocécica fueron captados desde el Hospital St. Mary's de
Londres (SMH), la Fundacién de Investigacién en Meningitis (MRF) y el Hospital Alder
Hey Children’s, en Liverpool. El serogrupo de las cepas causales fue establecido en
209 pacientes: 4 pacientes con serogrupo A, 112 con serogrupo B, 85 con serogrupo
C, 2 con serogrupo W135 y 11 con serogroupo ACWY.

- Los pacientes del SMH fueron 328 nifios ingresados de forma consecutiva en la
Unidad de Cuidados Intensivos de dicho hospital, entre 1992 y 2003, con un rango
de edad para el debut de la enfermedad de 0.02 a 19.71 afios decimales, y una
mediana de 3.13 afnos decimales (n=309). Todos los detalles de los métodos de
reclutamiento y de las caracteristicas de esta cohorte han sido descritos

previamente®®9%,

El diagnéstico de cada uno de estos participantes fue
confirmado por el médico de familia o el médico que lo atendié en el hospital.

- Los pacientes del MRF fueron 59 supervivientes de una enfermedad meningocécica
procedentes de Reino Unido, reclutados entre 1995 y 2002, con un rango de edad

al debut de la enfermedad de 0.16 a 64.41 afos decimales y una mediana de edad

104




Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Material y Métodos

de 11.29 anos decimales (n=45). Los detalles de los métodos de reclutamiento y las

caracteristicas de esta cohorte han sido previamente comunicadas®®%*

- Los pacientes del Alder Hey fueron 88 pacientes con enfermedad meningocdcica
reclutados de forma consecutiva entre 1997 y 1999, con un rango de edad al debut
de la enfermedad de 0.07 a 15.94 afnos decimales, y una mediana de 3.02 afnos

decimales (n=88).

5.2.2.1.2. Cohorte de replicacion del Oeste de Europa

Los individuos con enfermedad meningocécica fueron captados de los siguientes

centros:

- Erasmus MC-Sophia Children’s Hospital, University Medical Centre, Rotterdam, The
Netherlands. Fueron reclutados entre 1988 y 2005, con un rango de edad al debut
de la enfermedad de 0.33 a 16.50 afios decimales y una mediana de 3.201 afos
decimales, (n=154)

- Emma Children’s Hospital, Academic Medical Centre, Amsterdam, The Netherlands.
Fueron reclutados entre 1995 y 2001, con un rango de edad al debut de la
enfermedad de 0.077 a 17.88 afos decimales, y una mediana de 3.62 afos
decimales, (n=58)

- The Medical University of Graz, Austria. Fueron reclutados entre marzo de 2000 y
junio de 2007, con un rango de edad al debut de la enfermedad de 0.01 a 27.83
anos decimales, y una mediana de 4.07 afos decimales (n=380).

29,225 Para

Todos los detalles de esta cohorte han sido ya descritos previamente
eliminar la estratificacion poblacional en esta cohorte, llevamos a cabo un test
Cochran-Mantel-Haenszel (CMH), estratificando las muestras de origen austriaco (379
casos y 496 controles) y holandés (171 casos y 134 controles), y excluyendo las

muestras procedentes de Reino Unido.

5.2.2.1.3. Cohorte de replicacion ESIGEM-Spain

Se reclutaron entre enero de 2006 y julio de 2009, prospectivamente, 415 pacientes
con enfermedad meningocdcica. Estos pacientes procedieron de una red nacional de
investigacion en enfermedad meningocécica llamada ESIGEM (Estudio Sobre la
Influencia Genética en Enfermedad Meningocdcica, www.esigem.org) que incluye mas

de 40 unidades de cuidados intensivos pediatricos esparolas coordinadas desde el
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Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela (Anexo I). Los pacientes
tenian un rango de edad al inicio de la enfermedad de 0.2 a 19.0 afios decimales y una
mediana de 2.1 afos decimales (n=415). En el 91.6% de todas las muestras en las
que se establecié el serogrupo, éste fue el serogrupo B.

5.2.2.2. Controles

Para el UK-GWAS se utilizaron los datos genotipicos de 5,069 controles sanos de
Reino Unido contenidos en la cohorte WTCCC2 (The Wellcome Trust Case Control
Consortium Phase 2). Estos controles habian sido previamente usados en GWAS de
13 enfermedades desarrolladas por el WTCCC2 y estdn compuestos por 2,482
miembros de la 71958 Birth Cohort (58BC) y 2,587 donantes de sangre sanos del
Servicio Nacional de Sangre (NBS).

El acceso a este conjunto de datos, genotipados con lllumina HumanHap 1.2M
por WTCCC2, fue concedido por The Wellcome Trust Consortium Data Access
Committee para nuestro estudio.

Los controles para la cohorte de replicacién del Oeste de Europa consistieron
en 500 nifios sanos de Austria que dieron muestra de sangre de cordon, y 134
donantes de sangre procedentes de Amsterdam (en Holanda), que han sido
previamente publicados en un GWAS de enfermedad de Kawasaki®®®. Asimismo se
cont6 con 235 controles de Reino Unido, contactos de la misma etnia, no
emparentados, de pacientes con ascendencia europea afectados al tiempo del debut
de la enfermedad meningocécica. Esta poblacién de control ha sido previamente
descrita y ha demostrado ser similar a otras poblaciones de ascendencia europea®”.

Los pacientes control para la cohorte de replicacién de ESIGEM-Spain fueron
537 controles espafnoles no emparentados, captados al mismo tiempo que el debut de
la enfermedad meningocécica. Este grupo de control fue previamente descrito como
cG2"

5.2.3. Analisis de genotipado y control de calidad

El ADN gendmico de casos y controles fue genotipado con lllumina Human 610K Quad
beadchips siguiendo las instrucciones del fabricante.

Se realizd una inspeccion visual de los agrupamientos (clusters) de SNPs con
P-valores < 10™, es decir, aquellos seleccionados para el seguimiento en las cohortes
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de replicacion y confirmacién. Los polimorfismos seleccionados para el estudio de

seguimiento fueron genotipados con el sistema MassArray de Sequenom y se les

aplicaron diversos controles de calidad, basados fundamentalmente en la aplicacién

de los situientes criterios de filtro:

- Muestras y tasas de genotipado de SNPs (call rates) mayor al 95%;

- Frecuencia del alelo minoritario (MAF) mayor al 1%;

- Exclusion de las muestras con discrepancia entre el género reportado y el
identificado genéticamente;

- Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en controles con P-valor < 107 (para un test
de chi-cuadrado).

Todos los casos incluidos en el GWAS fueron re-genotipados con la plataforma

Sequenom para los 34 SNPs incluidos en el seguimiento, mostrando una tasa de

concordancia del 98.2% entre ambos métodos de genotipado.

5.2.4. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos fueron hechos con el software PLINK 1.02, si no se
especifica de otro modo.

La deteccion de individuos emparentados de primer grado (padres-hijos,
hermanos) y la duplicacion de muestras fue evaluada haciendo comparaciones
apareadas de los valores de IBD (identity by descent) de lo perfiles genéticos. En el
caso de identificarse un pariente, la muestra con menor tasa de genotipado fue
desechada.

Aquellos individuos con perfiles genéticos que difieren de los esperados de
acuerdo al grupo poblacional al que supestamente pertenecen (population outliers)
fueron inicialmente identificados frente a poblaciones de referencia de Hapmap. Esto
se hizo para cada grupo por separado (casos de enfermedad meningocécica,
controles 58BC y controles NBS) y en el grupo combinado (los casos y todos los
controles).

La asociaciéon genética en el GWAS y en las cohortes de seguimiento se realizé
usando un test de asociacion alélica (y sus OR’s derivadas por alelo). Los valores
combinados de P entre ambas fases fueron calculados por el test Cochran-Mantel-
Haenszel (CMH). El test Breslow-Day fue llevado a cabo para investigar la
homogenicidad de la OR a través de las tres cohortes generadas por el test CMH.

107



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Material y Métodos

La imputacion de los genotipos fue llevada a cabo en los casos de enfermedad
meningocécica usando el software IMPUTE v0.5.0%"228 y cogiendo los datos de un
panel de referencia (poblacién europea CEU del Hapmap). Para cada genotipado
individual, se calcula, usando modelos conocidos como Hiden Markov Models
(MCMC), la probabilidad de cada genotipo (ej. aa, Aa o AA) en cada uno de los
genotipos faltantes y cada individuo, usando para ello la informacién contenida en los
genotipos observados y los haplotipos inferidos de las poblaciones de referencia. Los
genotipos imputados se filtraron usando una MAF mayor al 1% y una tasa de
genotipado superior al 95%.
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5.3. SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO: ESIGEM-Spain GWAS

5.3.1. Diseno del estudio

A raiz de los resultados hallados en la primera fase, en el UK-GWAS, y con el fin de
aumentar el poder de detectar otras regiones genéticas asociadas con la enfermedad
meningocécica, se ampli6 el estudio de la siguiente manera (Figura 16).

1) ESIGEM-Spain GWAS: Se llevo a cabo un segundo GWAS en una cohorte de
419 pacientes espafnoles con enfermedad meningocdcica, y 967 controles.

2% Metaanalisis del UK-GWAS vy del ESIGEM-Spain GWAS: A continuacién se
realiz6 un metaanalisis incluyendo el GWAS espariol y el GWAS de Reino Unido
referido en la primera parte del estudio.

3°) Replicacion en el Oeste de Europa: Los SNPs seleccionados en este
metaanalisis fueron replicados en una tercera cohorte europea compuesta por 565
casos de enfermedad meningocdcica y 2,329 controles.

4°) Metaanalisis conjunto de las tres cohortes: Se concluy6 el estudio realizando
un metaanalisis de los SNPs seleccionados de las tres poblaciones europeas,
tratando de buscar la variante causal por mapeo fino e imputacion de la region
asociada.
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Reino Unido
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Fig. 16. Disefio esquematico de la segunda fase del estudio.

5.3.2. Participantes en el estudio

Los criterios de inclusion y exclusion fueron uniformes a lo largo del estudio en sus
diferentes fases.

Se consideraron candidatos a patrticipar en él a pacientes diagnosticados de
enfermedad meningococica invasiva (sepsis y/0 meningitis meningocdcica), de
acuerdo con una serie de criterios comunes. Todos los pacientes presentaban un rash
petequial o purpdrico caracteristico, y evidencia clinica de sepsis y/o meningitis.®®° El
diagnéstico fue confirmado microbiol6gicamente mediante el cultivo de N. meningitidis
o la deteccion de PCR de antigeno de meningococo en liquidos normalmente estériles
(sangre o LCR). Aquellos pacientes en quienes los estudios microbiolégicos fueron
negativos o incompletos fueron incluidos si cumplian caracteristicas clinicas de shock,
rash purpurico 0 meningitis, siempre y cuando hubiesen sido excluidas otras posibles
bacterias patégenas (estafilococo 0 neumococo) o virus.
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Todos los pacientes incluidos, tanto en la primera como en la segunda fase del
estudio, fueron reclutados con el consentimiento informado de los padres o tutores
legales correspondientes. Asimismo se cont6 con la aprobacién de los comités de
ética de todas las instituciones participantes.

5.3.2.1. Casos

Los datos clinicos y demograficos de las cohortes de Reino Unido, del Sur de Europa
(Espana) y del Oeste de Europa (Holandeses/Austriacos) estan resumidos en la Tabla
9.

Tabla 9. Datos clinicos y demograficos de los pacientes genotipados con éxito en el GWAS y en

las cohortes de replicacion. MM: meningitis meningocécica. SM: sepsis meningocécica.

Caracteristicas UK Espaia Austria / Holanda
Alemania
Casos
Total 475 419 379 186
Varones (%) - 56.5 53.8 54.3
Casos confirmados microbioldgicamente 439 397 363 155
Casos de MM (%) 59 (13.44) | 56 (14.1) | 118 (32.5) | 14 (9.0)
Casos de SM (%) 280 (63.78) | 185 (46.6) | 71 (19.6) | 112 (72.3)
Casos de SMy MM (%) 100 (22.78) | 156 (39.3) | 174 (47.9) | 29 (18.7)
Cultivos negativos, pero cuadro caracteristico 36 22 16 31
Controles 4703 967 2196 134
Varones (%) 50.7 26.6 49.9 58.9

Para la cohorte de ESIGEM-Spain GWAS se reclutaron 496 casos de enfermedad
meningocécica diagnosticados entre 2006-2009 en los hospitales incluidos en la red
espafola de investigacion en enfermedad meningocécica ESIGEM www.esigem.org,
previamente descrita. (Anexo |).

La cohorte del UK-GWAS corresponde a 547 pacientes de ascendencia
europea captados entre 1995 y 2007 en hospitales de Reino Unido, utilizados como
cohorte de casos para el GWAS de la primera fase de este estudio. Las caracteristicas
de este grupo de pacientes ya han sido descritas en el apartado correspondiente.

111



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Material y Métodos

Para la replicacion en el Oeste de Europa se reclutaron 553 pacientes
holandeses y austriacos, entre 1998 y 2000, cuyos detalles clinicos ya han sido

previamente comunicados®%>%%°,

5.3.2.2. Controles

La cohorte de pacientes con enfermedad meningococica del ESIGEM-Spain GWAS
fue acompafnada de 993 controles sanos ligados geograficamente, étnicamente
relacionados con los casos, que fueron reclutados simultdneamente a éstos. Un
subgrupo de esta muestra fue utilizada en la primera fase de este estudio, como grupo
de control en la replicacion del Sur de Europa'”.

El grupo de controles para el UK-GWAS estaba constituido por 5,069 individuos
de The Wellcome Trust Case-Control Consortium 2 (WTCCC2), y fue el utilizado en el
GWAS de Reino Unido llevado a cabo en la primera fase del estudio.

Los controles para la cohorte de replicacion del Oeste de Europa consisitieron
en 497 austriacos, y 1,699 alemanes étnicamente ligados a 379 casos de enfermedad
meningocécica austriacos, y 134 donantes de sangre holandeses de Amsterdam
étnicamente ligados a 186 casos de holandeses. Los controles alemanes procedieron
del estudio basado en la poblacién Heinz Nixdorf RECALL (Risk Factors, Evaluation of

Coronary Calcium and Lifestyle) *°.

5.3.3. Analisis de genotipado y control de calidad

El ADN fue extraido de las muestras sanguineas usando técnicas de laboratorio
establecidas.

Los casos de enfermedad meningocécica fueron genotipados usando lllumina
Human 660W Quad Bead Chips para la muestra de Espafa, e lllumina Human 610K
Quad Bead Chips para la muestra de Reino Unido, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Los controles de Espana fueron genotipados usando lllumina 660W Quad
BeadChip, y los de Reino Unido (procedentes de the Wellcome Trust Case-Control
Consortium 2; WTCCC2) fueron genotipados usando lllumina HumanHap 1.2M chip. El
acceso a los datos para el control de la base de datos fue garantizado por The
Wellcome Trust Consortium Data Access Committee para nuestro estudio.
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Los tres SNPs ABCA4 seleccionados para la fase de replicacion fueron
genotipados con la plataforma Sequenom MassArray.
Se aplicaron los siguientes criterios de filtro:
- Muestras y tasas de genotipado de SNPs (call rates) mayor al 95%;
- Frecuencia del alelo minoritario (MAF) mayor al 1%;
- Exclusion de las muestras con discrepancia entre el género reportado y el
identificado genéticamente;
- Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en controles con P-valor < 107 (para un test
de chi-cuadrado).

5.3.4. Analisis estadistico

Se llevd a cabo un metaanalisis con los datos del estudio GWAS de Espafna y de
Reino Unido. Después se utilizé una cohorte del Oeste de Europa para replicar los
principales hallazgos de asociacion.

Los andlisis estadisticos de asociacion fueron llevados a cabo usando PLINK
v1.07.

La deteccion de individuos emparentados de primer grado (padres-hijos,
hermanos) y la duplicacion de muestras fue evaluada haciendo comparaciones
apareadas de los valores de IBD (identity by descent) de lo perfiles genéticos. En el
caso de identificarse un pariente, la muestra con menor tasa de genotipado fue
desechada.

El andlisis de componentes principales (PCA) fue llevado a cabo para tener en
cuenta asociaciones genéticas espureas resultantes de las diferencias ancestrales de
SNPs individuales. Los dos primeros componentes (PC1 y PC2) fueron representados
en PC plots usando el paquete estadistico R (www.r-project.org/).

Para los datos del GWAS de Espafna y Reino Unido, el andlisis de asociacion
con enfermedad meningococica fue llevado a cabo usando un ‘score-based test’ con 1
grado de libertad, que modela los efectos de la tendencia del genotipo incorporando
variables adicionales continuas que representen los principales componentes de
estratificacion de poblaciones, con el fin de corregir cualquier subestructura
poblacional residual. Este test modula un efecto aditivo y el riesgo a la enfermedad
atribuible a una copia del alelo minoritario en cada SNP. El metaanalisis fue hecho
usando varianza inversa (‘inverse-variance, fixed effects method’). El analisis de

desequilibrio de ligamiento fue llevado a cabo usando Haploview®'.
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6. RESULTADOS

6.1. PRIMERA FASE DEL ESTUDIO: UK-GWAS

6.1.1. GWAS de Reino Unido

Para el GWAS inicial, genotipamos 547 casos de enfermedad meningocécica de Reino
Unido y cerca de 5.000 controles obtenidos de The Wellcome Trust Case Control
Consortium (WTCCC) Phase 2 (2,482 de la 1958 Birth Cohort 'y 2,587 del Servicio
Nacional de Sangre). El uso de controles procedentes de una poblacion con
caracteristicas étnicamente similares a la poblacion de casos en el estudio (controles
no emparejados), ha funcionado con éxito en trabajos anteriores, cuando la
enfermedad estudiada no es frecuente entre la poblacion control seleccionada®.
Sabiendo que el riesgo acumulativo de ser hospitalizado por enfermedad

meningocdcica en la poblacion de Reino Unido es menor del 0.1%**

, esperariamos
encontrar menos de cinco falsos negativos entre nuestros controles.

De los 547 casos iniciales genotipados para el GWAS, setenta y dos fueron
excluidos del estudio porque no reunian los criterios de calidad requeridos: fallo en el
genotipado (n=6), discrepancia de género entre la muestra y el sujeto (n=4), tasa de
genotipado menor al 95% (n=17), muestras monocigotas (n=2) y perfiles genéticos
diferentes a los esperados de acuerdo al grupo poblacional al que supuestamente
pertenecian (population outliers) (n=43).

El nimero de parientes detectados en cada conjunto de datos fue el que sigue:
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- Controles del Servicio Nacional de Sangre (NBS): 10 hermanos y 33 pares de
padres-hijos (Figura 17).
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Fig. 17. Deteccion de parentesco mediante analisis IBD / IBS (identity by descent / identity by
state) en el grupo del Servicio Nacional de Sangre. AV_HS: parentesco avuncular (tio-sobrino).
CO_GS: primo, abuelo. FS: hermano. PO: padre-hijo. UN: sin relacién de parentesco. MZ: gemelos
monocigotos (normalmente corresponden a muestras duplicadas).

- Controles de la 1958 Birth Cohort (58BC): no se detectd ningun familiar de primer
grado (Figura 18).
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Fig. 18. Deteccion de parentesco mediante analisis IBD / IBS (identity by descent / identity by
state) en la 1958 Birth Cohort. AV_HS: parentesco avuncular (tio-sobrino). CO_GS: primo, abuelo.

FS: hermano. PO: padre-hijo. UN: sin relacién de parentesco. MZ: gemelos monocigotos
(normalmente corresponden a muestras duplicadas).
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- Casos de enfermedad meningocécica: dos pares de gemelos aparentemente
monocigotos que podrian ser incluso duplicaciones de muestras (Figura 19).
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Fig. 19. Deteccion de parentesco mediante analisis IBD / IBS (identity by descent / identity by
state) en el grupo de casos de enfermedad meningococica. AV_HS: parentesco avuncular (tio-
sobrino). CO_GS: primo, abuelo. FS: hermano. PO: padre-hijo. UN: sin relacion de parentesco. MZ:
gemelos monocigotos (normalmente corresponden a muestras duplicadas).

El analisis de componentes principales no mostré evidencia de estratificacion entre
casos y controles (Figura 20).
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Fig. 20. El analisis de componentes principales de todos los casos y controles muestra una

ausencia de estratificacion entre las 5,178 muestras. 58C: cohorte Birth 1958. NBS: Sistema Nacional

de Sangre. UKMGC: casos de enfermedad meningocécica de Reino Unido.

Después de aplicar filtros de control de calidad estandarizados, se incluyeron para el
analisis en el GWAS 475 casos y 4,703 controles. La ausencia de estratificacién
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poblacional en nuestro grupo de estudio fue confirmada tras valorar la existencia de un

factor de inflacion gendmica no significativo para el trend test (Agc = 1.02).

Los casos y controles fueron genotipados usando la plataforma lllumina™: los
casos fueron tipados con el chip HumanHap 610K Quad, mientras que los controles
fueron genotipados como parte del estudio WTCCC con el chip 1.2M. Los SNPs
comunes tipados en ambos grupos fueron identificados filtrando los controles frente al
chip HumanHap 610K Quad. Cerca de medio millén de SNPs comunes (n = 518,920)
pasaron el control de calidad con una tasa de genotipado mayor al 95% y todos ellos
en equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), y fueron, por tanto, incorporados en el analisis
de asociacion. El gréafico cuantil-cuantil (grafico Q-Q) mostrd un exceso significativo de
los valores de P superior al de la distribucién nula, sugiriendo que algunos de esos
valores de P podrian representar asociaciones estadisticas verdaderas (Figura 21).

-log,¢(P-valor) observado

-logqo(P-valor) esperado

Fig. 21. Grafico cuantil-cuantil (grafico Q-Q). Los P-valores esperados de 5,178 muestras y 518,920
SNPs son representados frente a los P-valores observados. Al final de la distribucion el nimero de
P-valores observados menores al P-valor esperado es superior que el esperado por azar,
indicativo de asociacion.
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El Manhattan plot mostrd varios agrupamientos (clusters) de asociacion a lo largo del
genoma (Figura 22).
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Fig. 22. Manhattan plot del UK-GWAS. Cada cromosoma aparece representado por un color
diferente. El —log(P-valor) de cada SNP es trazado frente a su localizaciéon en el cromosoma. La
linea superior indica el nivel de significacion estadistica genémica (P-valor = 107). La linea mas
baja indica un valor arbitrario sugestivo de asociacion (P-valor = 10°°).

En la primera fase del GWAS, 103 polimorfismos mostraron significancia, con un P-
valor < 1 x 10™. Después de una inspeccién visual de los agrupamientos (clusters) de
SNPs, 24 SNPs fueron desechados en el seguimiento por presentar un agrupamiento
(clustering) ambiguo. De este modo, se seleccionaron 79 SNPs para el estudio de
seguimiento (Tabla 10).
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Tabla 10. SNPs mas significativos del UK-GWAS genotipados en la cohorte del Oeste de Europa.
Cr: cromosoma. LC: localizacién cromosémica. MAFca: MAF en los casos. MAFco: MAF en controles. FG:
fallo de genotipado. FD: fallo de disefio.

SN Cr LC Alelos P-valor MAFca MAFco Genes Localizacién ¢ ezﬁi‘:; m
rs3789399 1 94284305 C/G 8,67E-05 0,39 0,46 ABCA4 Intronic FG
rs544830 1 94285481  A/G 3,60E-05 0,44 0,49 ABCA4 Intronic Si
rs1191231 1 94289573  A/C 6,89E-05 043 0,50 ABCA4 Intronic Si
rs497511 1 94295701  A/G 1,76E-05 0,47 0,45 ABCA4 Intronic Si
rs550060 1 94297372  A/G 1,84E-05 047 0,45 ABCA4 Intronic Si
152297765 1 163888831 A/G 6,84E-05 0,31 0,38 MGST3 Intronic Si
rs16853243 1 176927964 A/G 4,32E-05 0,06 0,04 - - Si
rs16853302 1 176952954 A/C 4,39E-05 0,06 0,03 - - Si
rs634899 1 192302571 A/G 1,80E-05 0,28 0,35 - - Si
151065489 1 194976397 A/C 4,74E-05 0,12 0,17 CFH E936D Si
rs11582939 1 194976780 A/G 6,13E-05 0,12 0,17 CFH Intronic Si
rs880782 1 207846576 A/G 9,11E-05 0,11 0,16 CAMK1G Intronic Si
152420864 2 124933856 A/G 2,77E-08 0,09 0,05 CNTNAP5 Intronic Si
154972431 2 174707434 A/G 1,38E-07 0,38 0,47 OLA1 Intronic FD
rs3821170 2 207161555 A/G 7,01E-06 0,05 0,10 ADAM23 Intronic Si
rs10204986 2 215498246 A/C 8,07E-05 0,08 0,12 - - Si
rs13070790 3 106618677 A/G 5,00E-08 0,15 0,23 ALCAM Intronic Si
152927279 3 118683624 A/G 4,44E-05 021 0,27 - - Si
rs779506 3 192895291 A/G 7,01E-05 0,34 0,41 - - Si
1510938932 4 22875826 A/G 6,17E-05 0,26 0,21 - - Si
rs6835555 4 20883723 A/G 3,98E-05 026 0,20 - - Si
rs12502492 4 22918933  A/C 5,00E-05 0,26 0,20 - - FG
rs740834 4 23092428  A/G 4,82E-05 043 0,37 - - Si
rs11730273 4 31369957 A/C 6,88E-06 0,50 0,43 - - Si
rs11728925 4 41408422  A/C 2,37E-08 0,08 0,15 - - Si
rs10491463 4 78411342  A/G 1,49E-05 0,26 0,33 - - Si
rs6535611 4 149598987 A/G 959E-05 049 0,44 - - Si
rs12697148 5 55914728  A/C 8,76E-05 0,02 0,05 ENSGO0000205695  Intronic Si
rs6870913 5 117971158 A/G 9,20E-05 0,30 0,24 - - Si
152842362 6 7211054  A/C 4,15E-05 027 0,33 - - Si
rs6597271 6 7545468  A/G 9,69E-05 0,14 0,10 Céorf151 Intronic Si
1517398289 6 7546435  A/G 9,04E-06 0,12 0,08 Céorf151 Intronic Si
159369226 6 40778694 A/G 9,63E-05 0,14 0,19 - - Si
rs12200098 6 58448431  A/C 5,14E-06 0,23 0,30 - - FD
rs2040055 6 72660385 A/G 3,34E-05 0,03 0,07 RIMST Intronic Si
1513196925 6 105657922 A/C 2,25E-05 0,10 0,07 BVES Intronic Si
rs4897509 6 131714763 A/G 845E-05 0,13 0,19 - - Si
159483254 6 131716894 A/G 587E-05 0,14 0,19 - - Si
159376268 6 137574444 A/G 4,00E-06 029 0,23 IFNGR1 Intronic Si
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(s7797836 7 29395285 A/G 552E-05 0,1 0,07 CHN2 Intronic FD
(s2391757 7 29398077 A/G 44E-05 041 0,07 CHN2 Intronic si
(s6962882 7 126969544 A/G 6,82E-05 0,45 0,49 - - si
1510447854 7 127583040 A/G 1,44E-05 031 025 - - si
(s10089628 8 13440033 A/G 6,87E-05 043 0,36 - - si
(s7830326 8 39187333 A/G 270E-26 0,30 0,49 ADAM32 Intronic si
1s11780780 8 41742759  A/G 3,67E-05 0,09 0,13 ANK1 Intronic Si
(57839067 8 51500298  A/C 9,52E-05 047 0,12 SNTG1 Intronic FD
(52880074 8 105710749 A/G 9,75E-05 0,10 0,07 - - si
(s3829038 8 125630936 A/G 562E-05 0,07 0,04 NDUFB9 Intronic si
(s4897668 8 135099797 A/G 8,30E26 0,29 0,47 - - Si
(57818687 8 142392371 A/G 4,41E-05 0,07 0,04 - - si
rs11167150 8 143678459 A/G 8,70E-05 0,31 0,26 - - si
rs4741821 9 333981  A/G 7,21E-05 0,46 0,12 DOCK8 Intronic si
(s7048294 9 88609667 A/G 3,89E-05 0,31 025 - - si
(51749824 10 80593868  A/C 6,50E-13 045 0,42 ZMiz1 Intronic si
rs10886114 10 85062244  A/G 9,22E-05 0,35 0,41 - - si
1s10749071 10 113084027 A/G 1,23E-16 0,40 0,21 - - si
rs17103138 10 123903320 A/G 3,44E-05 0,11 0,07 TACC2 Intronic Si
rs11035693 11 40091818  A/G 4,74E-05 040 0,07 LRRC4C Downstream FD
rs11604506 11 42606114  A/G 475E-05 0,14 0,10 - - si
rs10838427 11 45138258 A/G 146E-10 025 0,35 PRDM11 Intronic si
rs10769599 11 49629519  A/G 4,10E-05 0,23 0,30 - - si
(51892964 11 56797296 A/C 9,71E-06 0,24 0,31 - - si
rs12792781 11 56817138  A/G 530E-06 0,25 0,33 - - si
rs10431169 11 85785760  A/G 3,03E-06 0,08 0,05 ccocst Intronic si
(s655683 11 88316502  A/C 2,15E-08 0,28 0,37 GRM5 Intronic Si
(51792624 11 93561458  A/G gfgsE' 0,37 0,04 - - si
(1371352 11 96033229 A/G 9,63E-05 0,07 0,04 - - si
(52026692 13 46426546 A/G 3,63E-05 0,44 0,37 - - si
(s9570428 13 60516854 A/G 4,52E-06 0,16 0,22 - - FD
(s9573320 13 73347180 A/G 3,93E-05 0,25 0,20 KLF12 Intronic Si
(s9573322 13 73355690  A/C 8,73E-06 0,29 0,23 KLF12 Intronic si
(s9547465 13 85449372  A/G 3,95E-06 0,28 0,21 - - si
(54976846 13 108619212 A/G 1,72E-17 0,07 0,18 MYO16 Intronic FG
(517817048 15 31339059  A/C 3,75E-05 0,11 0,07 - - si
(58035094 15 31351774  A/G 500E-05 041 0,07 - - si
(52809423 15 46889329 A/G 6,25E-05 0,49 0,44 CEP152 Intronic Si
(s2616917 15 52075850  A/G 4,74E-05 045 0,10 - - si
(510162967 15 87797878  A/G 2,94E-05 0,24 0,19 - - si
(51020145 15 87801875  A/C 1,83E-05 0,30 0,24 - - si
(10074 16 4344621  A/G 9,53E-05 0,09 0,05 CORO7 3PRIME UTR  Si
(1023441 16 19238959 A/G 556E-05 0,06 0,04 - - si
(s2244614 16 54402118  A/G 9,51E-07 046 0,38 CES1 Intronic si
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rs2301775 17 34594761 A/G 3,08E-06 0,20 0,15 CACNBT1 Intronic FG
rs4790911 17 61841377 A/G 8,27E-05 0,14 0,10 PRKCA Intronic Si
rs2168312 18 59432628 A/G 2,67E-05 0,31 0,25 - - Si
rs1011947 18 59494992 A/G 3,41E-05 0,31 0,25 - - Si
rs1243056 18 59659443 A/G 9,94E-05 0,08 0,05 - - Si
rs1243059 18 59660266 A/G 4,84E-05 0,34 0,28 - - Si
rs1243062 18 59663346 A/G 7,08E-05 0,46 0,47 - - Si
rs4556879 18 69956483 A/G 9,75E-07 0,06 0,03 FBXO15 Intronic Si
rs9952197 18 69962215 A/G 1,47E-06 0,06 0,03 FBXO15 Intronic Si
rs3737512 18 69967258 A/G 1,11E-06 0,06 0,03 C180rf55 G798 Si
rs17088883 18 69979904 A/G 5,48E-06 0,06 0,03 C18orf55 Downstream Si
rs1299491 19 55111211 A/C 8,70E-08 0,41 0,32 IL411,NUP62 Intronic Si
rs6031318 20 42105825 A/G 7,35E-05 0,02 0,04 TOX2 Intronic Si
rs4809944 20 51935369 A/G 5,51E-08 0,19 0,13 - - Si
rs2406176 21 18641297 A/C 8,86E-12 0,13 0,23 PRSS7 Intronic Si
rs4819849 22 15532611 A/G 1,47E-05 0,40 0,33 ENSG00000189295 Downstream FG

rs175139 22 15684246 A/G 9,26E-05 0,48 0,41 XKR3 Upstream FG

rs175149 22 15690741 A/G 1,60E-05 0,45 0,37 - - Si
rs9625679 22 27786699 A/G 4,61E-05 0,05 0,03 C220rf31 C220rf31 Si

6.1.2. Primera replicacion: replicaciéon en la cohorte del Oeste de Europa

Para el primer estudio de replicacién, 553 casos de enfermedad meningocdcica del
Oeste de Europa y 839 controles de la misma poblacién fueron genotipados usando la
plataforma Sequenom. De los 79 SNPs genotipados, tres de ellos fallaron durante el
proceso de disenio de Sequenom, y dos tuvieron tasas de genotipado por debajo del
95%, resultando en 74 SNPs para andlisis (Tabla 10). Se detectaron dos SNPs en
desequilibrio Hardy-Weinberg (usando la correccién de Bonferroni, con un umbral de
P-valor < 0.05 / numero de SNPs analizados, n = 74) en el seguimiento de controles, y
por tanto fueron excluidos del andlisis de asociacion.

Sesenta y cuatro muestras fueron excluidas debido a bajas tasas de
genotipado (39 casos y 25 controles). Nueve de los 72 SNPs tenian un P-valor < 0.05
en este primer grupo de replicacion.

El analisis combinado del GWAS vy de la replicacion en el Oeste de Europa
concluy6 con que dos de estos polimorfismos alcanzaron significacion estadistica a
nivel de todo el genoma (P-valor < 1 x 107), y otro SNP mostré evidencia que sugiere
asociacién. Dos variantes en el gen del factor H del complemento (CFH) fueron
altamente significativas (rs1065489, P-valor = 1.2 x 10; rs11582939, P-valor = 3.5 x
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10). Un test de heterogenicidad mostré valores no significativos, indicando que la
asociacioén fue en la misma direccion en ambas cohortes (Tabla 11).

Tabla 11. SNPs que mostraron asociacion combinada en el GWAS y en el grupo del Oeste de
Europa. 'El gen mas cercano, dentro de las 10 kilobases colindantes en sentido 3’ 6 5’ del SNP referido.
2p.valores combinados que alcanzaron significacion en todo el genoma, destacados en negrita. Cr:
cromosoma. MAFca: MAF en casos; MAFco: MAF en controles.

UK-GWAS Oeste de Europa Analisis combinado

P-valor

SNP Cr Gen' Alelo Alelo IMAF MAF o . | MAF MAF 5 olor | Pvalo? OR (IC 95%) Breslow-
riesgo menor | ca co CA co Day
rs544830 1 ABCA4 G A |0.56 0,49 3.6x10° 0,56 0,49 0,027 |5.1x10° 0.79(0.71-0.87) 0,36
rs1191231 1 ABCA4 A o] 0,43 0,5 69x10° 0,44 055 0,0092 |3.4x10° 0.79(0.71-0.87) 0,54
rs497511 1 ABCA4 G G 0,53 0,45 1.7x10° 0,52 0,47 0,0054 |5.2x 107 1.29 (1.17-1.43) 0,52
rs550060 1 ABCA4 A A 0,53 0,45 1.8x10° 0,52 0,47 0,0074 |7.9x 107 1.29 (1.16- 1.42) 0,47
rs1065489 1 CFH G T 0,12 0,17 47x10°% 0,1 0,16 3.3x10%/1.2x10° 0.62(0.53-0.72) 0,39
rs11582939 1 CFH G A |0,12 0,17 6.1x10% 0,1 0,16 8.1x10°3.5x10° 0.63 (0.54-0.74) 0,45
rs4897509 6 - A G 0,13 0,19 8.4x10° 0,16 0,18 0,047 |1.7x10° 0.73(0.64-0.85) 0,22
rs655683 11 GRM5 C A 0,28 0,37 2.1x10% 0,28 0,33 0,0094 {3.8x10° 0.72(0.64-0.80) 0,08
rs1243059 18 - G G 0,34 0,28 48x10° 0,31 027 0,018 |53x10° 1.29(1.15-1.43) 0,42
rs1243062 18 - A A 0,54 0,47 7.1x10° 0,52 0,48 0,043 [1.8x 10° 1.25 (1.13-1.38) 0,29
rs4809944 20 - G G 0,19 0,12 55x10% 0,17 0,13 0,0071 {1.7x10° 1.51(1.32-1.73) 0,16

6.1.3. Segunda replicacion: replicacion en la cohorte de Espaina

Llevamos a cabo un segundo estudio de replicacién en 415 pacientes con enfermedad
meningocécica y 537 controles de Espafna. Los 11 SNPs que mostraban asociaciones
significativas replicadas en la cohorte del Oeste de Europa fueron reevaluadas en la
cohorte de Espafia usando la misma tecnologia (Sequenom). Ambos polimorfismos
dentro de CFH también demostraron asociacion significativa con enfermedad
meningocécica en los pacientes esparioles (Tabla 12).
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Tabla 12. P-valores combinados de los SNPs asociados en los tres grupos. MAF: Frecuencia del

alelo minoritario. *El gen mas cercano, dentro de las 10 kb en sentido 3’ (down-stream) o 5’ (up-stream)

de los SNP asociados. "El test Cochran-Mantel-Haenszel (CMH) fue aplicado para calcular el valor

combinado de P entre la cohorte del descubrimiento y las de replicacion. “Genotipos imputados en el

conjunto de los datos gendmicos. MAFca: MAF en casos. MAFco: MAF en controles.

UK-GWAS

Replicacion Oeste Europa

Replicacion Espana

CMH combinado®

SNPID Gen®

MAF
CA

MAF

P-valor

OR

MAF MAF
CA co

P-valor

OR

MAF
CA

MAF

P-valor

OR

P-valor

OR (95% IC)

rs10489456 CFH
rs11799595 CFH
rs742855 CFH
rs1065489 CFH
rs11582939 CFH
rs385390c CFHR3
rs426736c CFHR3
rs371075¢c CFHR3

0.12
0.12
0.12
0.12
0.12
0.11
0.11
0.11

co
0.17
0.17
0.17
0.17
0.17
0.16
0.16
0.16

3.4x10™
3.0x10™
2.8x10™
4.7x10°
6.1x10°
1.2x10°
6.1x10°
1.7x10°

0.69
0.73
0.72
0.66
0.66
0.62
0.65
0.62

0.10 0.16
0.10 0.16
0.10 0.16
0.10 0.16
0.10 0.16
0.12 0.20
0.13 0.21
0.12 0.20

2.1x10°
1.9x10°
1.7x10°
3.3x10°®
8.1x10°®
3.8x10®
6.5x10®
6.5x10®

0.60
0.57
0.60
0.57
0.59
0.55
0.56
0.56

0.15
0.15
0.14
0.14
0.14
0.17
0.19
0.20

co
0.20
0.20
0.19
0.19
0.19
0.22
0.25
0.24

7.5x107
4.5x10°
5.6x10°
7.4x10°®
1.0x102
1.7x107%
1.3x10°
4.9x10°

0.72
0.70
0.70
0.70
0.72
0.74
0.69
0.78

1.7x107°
1.4x107°
2.5x10™"°
2.2x10™"
3.7x10°"°
7.7x10"®
4.6x10"®
8.2x10°"?

0.67 (0.59-0.76)
0.66 (0.58-0.75)
0.66 (0.58-0.75)
0.64 (0.56-0.73)
0.66 (0.58-0.75)
0.63 (0.55-0.71)
0.63 (0.55-0.71)
0.64 (0.57-0.73)

6.1.4. Mapeo e identificacion de alelos de susceptibilidad

La asociacién mas significativa con enfermedad meningocdcica fue localizada dentro

del gen CFH. Correspondidé a una sustitucion no-sinénima, potencialmente funcional

(rs1065489, p.936D<E) ubicada en el exén 19, y alcanzé un P-valor combinado = 2.2

x 10" en las tres cohortes. Los portadores del alelo que tiene la frecuencia menor en

ese SNP (alelo T) tuvieron menor riesgo de enfermedad meningocécica, (odds ratio
(OR) = 0.64; IC del 95%, 0.56-0.73). Esto fue corroborado por un segundo
polimorfismo, localizado a una distancia de 397 pares de bases en direccion 5’, que

estaba en completo desequilibrio de ligamiento (r* =

valor combinado = 3.7 x 10™9).

1) con D936E (rs11582939; P-

Las frecuencias de p.936D<E varian enormemente entre las diferentes

poblaciones de Hapmap®* con una frecuencia del alelo minoritario para el alelo T en

japoneses de Tokyo y chinos Han de Beijing del 49%, comparado con el 12%-14% en

individuos con ascendencia europea, y el 2.5% en muestras de Yoruba (lbadan,

Nigeria). Cabe destacar que la incidencia de enfermedad meningocécica varia mucho

en los diferentes grupos étnicos, y es inversamente proporcional a la frecuencia del

alelo minoritario de este SNP. Asi pues las poblaciones subsaharianas tienen las tasas

mas altas de enfermedad (y la frecuencia mas baja de este polimorfismo), comparado

con cualquier otra poblacién®, sugiriendo que este locus puede contribuir a las

diferencias de incidencia de la enfermedad en la poblacion.

Evaluamos el locus CFH buscando evidencia de seleccién positiva, pero no

encontramos ninguna (Figura 23).
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Fig. 23. Medicion del individual haplotype score (IHS) y del extended haplotype homozygosity
(EHH) en el locus CFH. CFH rs1065489 esta destacado en rojo.

Utilizamos analisis de imputacion para investigar la posible asociacién de la region
asociada a CFH con la susceptibilidad a enfermedad meningococica. Varios SNPs
imputados obtuvieron P-valores significativos en CFH y en el agrupamiento de SNPs
adyacente (cluster) que coincide con el gen CFHR (que codifica proteinas
relacionadas con el factor H del complemento) (Figura 24 y Tabla 13).
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Figura 24. Representacion grafica de la asociacion regional del cluster de SNPs en el gen CFH. El
analisis de imputacion revelo tres SNPs (rs385390, rs426736 y rs371075) en fuerte desequilibrio de
ligamiento con los SNPs tipados directamente (rs1065489 y rs11582939). Los P-valores del GWAS
estan representados como pequefos triangulos, los P-valores combinados de la replicacion
(Oeste de Europa y Espafa) en verde, y los P-valores del metaanalisis (Reino Unido, Oeste de
Europa y Espaiia) en morado. El analisis de imputacion esta representado en circulos, y el
genotipado directo, en triangulos. La linea roja delimita el nivel de significacion genémico (P-valor
=1.0 x 10'7). La linea azul delimita evidencia sugestiva de asociacion en el estudio GWAS (P-valor =
1.0 x 10™).

Tabla 13. Resultados de asociacion de los SNPs imputados y genotipados en CFH, haciendo
referencia a los SNPs relacionados en estudios previos con degeneracion macular senil, y se han
ubicado en relacion con los dos SNPs de CFH comunicados en este estudio. I/G:
imputado/genotipado. MAFca: MAF en casos. MAFco: MAF en controles. DL: desequilibrio de ligamiento.
*Implica SNPs imputados en fuerte DL con CFH Y402H (rs1061170).

SNP I/G P-valor MAFcx MAFc, OR Comentario
rs3753394 G 0.08377 0.26 0.28 0.87 Variante del promotor -496; Haralambous et al., 2006
rs7524776 G 0.327 0.16 0.17 0.91
rs6680396 | 0.1578 0.21 0.23 0.89
rs529825 | 0.1491 0.21 0.23 0.89
rs800292 G  0.5258 0.22 0.23 0.95
rs1329424 | 0.00719 0.43 0.38 1.21
rs572515 I 0.005534 0.43 0.38 1.22
rs12127759 | 0.8148 0.15 0.15 1.02
rs16840419 | 0.8366 0.15 0.15 1.02
rs3766404 G 0.921 0.15 0.15 1.01
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rs16840422 | 0.9794 0.15 0.15 1

rs1061147 I 0.002122 0.43 0.38 1.24 SNP ARMD, reportado previamente, Edwards et al., 2005
rs1329422 I 0.001853 0.43 0.38 1.24 *

rs2300430 I 0.005464 0.43 0.38 1.21 *

rs10801553 I 0.001775 0.43 0.38 1.24 *

rs1329421 I 0.001853 0.43 0.38 1.24 *

rs10801554 | 0.001853 0.43 0.38 1.24 *

rs7529589 I 0.001783 0.43 0.38 1.24 *

rs482934 I 0.001853 0.43 0.38 1.24 *

rs10801555 G 0.001752 0.43 0.38 1.24 En fuerte DL con CFH Y402H; D' =1,r2 = 0.774
rs10922094 I 0.001853 0.43 0.38 1.24 SNP ARMD, reportado previamente, Edwards et al., 2005
rs12124794 | 0.4741 0.2 0.21 0.94

rs10922096 I 0.001919 0.42 0.47 0.81 *

rs10922102 I 0.001952 0.43 0.38 1.24 *

rs2860102 I 0.001952 0.43 0.38 1.24 SNP ARMD, reportado previamente, Edwards et al., 2005
rs12038333 | 0.002438 0.43 0.38 1.24 *

rs12045503 I 0.002359 0.43 0.38 1.24 *

rs9970784 I 0.001232 0.48 0.42 1.25 *

rs1831282 I 0.001232 0.48 0.42 1.25 *

rs203687 I 0.001232 0.48 0.42 1.25 *

rs2019727 | 0.7513 0.2 0.2 1.03

rs2019724 G 0.001188 0.48 0.42 1.25 SNP ARMD, reportado previamente, Haines et al., 2005
rs1887973 I 0.001232 0.48 0.42 1.25 *

rs6428357 G 0.001257 0.48 0.42 1.25 En fuerte DL con CFH Y402H; D' =1, r2 = 0.58
rs6695321 I 0.000229 0.32 0.38 0.76 *

rs10733086 I 0.001232 0.48 0.42 1.25 *

rs1410997 I 0.001315 0.48 0.42 1.25 *

rs203685 I 0.002454 0.48 0.43 1.23 *

rs10737680 | 0.8691 0.41 0.41 0.99

rs1831281 | 0.5534 0.2 0.21 0.95

rs203674 | 0.00118 0.48 0.42 1.25 *

rs3753395 | 0.8747 0.41 0.41 0.99 SNP ARMD, reportado previamente, Haines et al., 2005
rs6677604 G  0.7506 0.2 0.2 1.03

rs10922106 | 0.8747 0.41 0.41 0.99

rs393955 I 0.001211 0.48 0.42 1.25 *

rs381974 I 0.001584 0.48 0.42 1.25 *

rs3753396 | 5.41E-06 0.11 0.17 0.61

rs403846 I 0.001197 0.48 0.42 1.25 *

rs419137 G 0.02189 0.15 0.13 1.25

rs1410996 | 0.8892 0.41 0.41 0.99

rs395544 I 0.001162 0.48 0.42 1.25 *

rs380390 I 0.001216 0.48 0.42 1.25 *SNP ARMD, reportado previamente, Klein et al.,2005
rs7540032 | 0.6752 0.4 0.41 0.97

rs2284664 G 0.3713 0.2 0.21 0.93
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rs1329428 G

rs70620

rs11799380 |
rs424535 |

rs1065489
rs11582939

rs16840522 |
rs10801560 |
rs10801561 |
rs402032 |
rs395998 |
rs385390 |
rs426736 |
rs371075 |
rs436719 |
rs432007 |
rs503002 |

0.6605
8.82E-05
6.57E-05
0.004296
4.70E-05
6.10E-05

0.8884

0.3737

0.3737
6.76E-05
0.000303
2.61E-05
5.57E-05
1.60E-05
9.11E-06
0.000501
1.27E-05

0.4
0.12
0.12
0.32
0.12
0.12

0.2

0.2

0.2
0.27
0.48
0.11
0.11
0.11
0.26
0.53
0.26

0.41
0.17
0.17
0.36
0.17
0.17
0.2
0.21
0.21
0.33
0.42
0.17
0.16
0.16
0.33
0.46
0.33

0.97
0.67
0.66
0.81
0.66
0.67
1.01
0.93
0.93
0.73
1.29
0.63
0.65
0.62
0.7
1.28
0.71

SNP ARMD, reportado previamente, Klein et al., 2005

Estudio actual

Estudio actual

Un grupo de 13 SNPs contenidos en esta regién del cromosoma 1 (en CFHy CFHR)

fueron seleccionados para genotipado en todos

meningocécica y controles disponibles (Tabla 14).

los casos de enfermedad

Tabla 14. Polimorfismos del cluster de genes CFH/CFRH seleccionados para el genotipado en las

tres cohortes, después de los resultados de la imputacién. ?Fallo de genotipado en la cohorte del Sur

de Europa. MAFca: MAF en casos. MAFco: MAF en controles. Cont I/G: Controles Imputados /

Genotipados.

UK-GWAS Oeste de Europa ESIGEM-Espana
Gen  SNP Mcﬁ': MCAOF Comt  pvalor OR MCAAF MCAOF P.valor OR Mcﬁ': MCAOF P.valor OR
CFH 1510489456 | 0,12 0,17 | 3.4x10* 069| 0,40 0,16 2.1x10° 060|015 020 00075 0,72
CFH  rs11799595 |02 017 |  3x10* 073] 040 0,16 1.9x10° 057|015 020 0,0045 0,70
CFH  rs742855 |042 017 T 28x10* 072] 040 0,16 1.7x10° 060|014 019 00057 0,70
CFH  rs12045503 | 042 038 | 0018 18| 040 034 0006 125|039 037 03621 1,10
CFH  rs12144939 |020 - - - - |02 020 47x10* 138|023 023 1 1,00
CFH  rs35008703 | 0,03 - - - - | 003 005 00376 064|005 008 00082 0,59
CFH  rs7513157 |004 - - - - | 005 002 14x10* 220|003 004 08032 0,93
CFHR3 rs371075 |01 016 | 1.7x10° 062| 012 020 65x10° 056|020 025 00486 0,79
CFHR3 1385390 | 0,11 0,16 T 1.2x10° 062| 042 020 38x10° 055|017 022 00167 074
CFHR3 rs426736 |01 0,16 | 6.1x10° 065| 013 021 65x10° 056|019 025 00013 0,69
CFHR1 rs436719 | 026 033 | 81x10° 070| 04 045 00193 083|045 044 07329 1,04
CFHR1 rs16840658%| 0,06 0,12 T 53x107 050| 007 011 1.1x10* 058 - - -
CFHR4 rs1853883 | 052 046 | 17x10* 129| 043 043 0876 099|040 041 06999 0,96
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Tres SNPs de CFH y otros tres localizados en el gen adyacente CFHR3 replicaron la
asociacion de forma independiente en los tres grupos, y alcanzaron significacion para
todo el genoma en un analisis combinado (Tabla 12). Todos ellos confirieron
proteccion frente a la enfermedad para los portadores del alelo minoritario.
Lamentablemente, después de varios intentos de tipificacion con diferentes
tecnologias (Sequenom y Tagman) uno de los SNPs en CFHR1, rs16840658, fallo en
el genotipado en la cohorte del Sur de Europa, lo que dificultd cualquier andlisis
combinado con este SNPs.

Después de genotipar directamente los tres SNPs dentro de CFHR3 en los
casos de enfermedad meningocécica, detectamos discordancia entre los resultados
imputados y genotipados. Esta discrepancia puede ser facilamente explicada por la
existencia de variantes en el nimero de copias en esta regi6on®*>#%*. Los genotipos
imputados en los casos y controles obtuvieron el mismo error sistematico en ambos
grupos, pero el andlisis de los controles imputados y los casos genotipados revel6é un
sesgo en uno de los grupos. La comparacion directa entre polimorfismos imputados y
genotipados en los casos corrobord esta inconsistencia (Tabla 15).

Tabla 15. Comparacion entre los alelos imputados y genotipados en los polimorfismos de CFH y

CFHR. Contaje hace referencia al nimero de alelos observados en casos con respecto a controles.

Imputado Genotipado

Gen Contaje MAF Contaje MAF  P-valor
rs10489456 CFH 825/101 0,11 831/115 0,12 0,4
rs10737680 CFH 550/378 0,41 568/378 0,4 0,73
rs12045503 CFH 535/409 0,43 539/393 0,42 0,61
rs1831282 CFH 495/455 0,48 488/452 0,48 0,93
rs742855 CFH 835/111 0,12 832/114 0,12 0,83
rs11799595 CFH 819/105 0,11 829/115 0,12 0,58
rs503002 CFHR1 676/240 0,26 698/234 0,25 0,59
rs436719 CFHR1  671/237 0,26 600/310 0,34 0,0002
rs16840658 CFHR1 864/56 0,06 868/60 0,06 0,74
rs371075 CFHR3 816/98 0,11 810/134 0,42 0,024
rs385390 CFHR3  822/104 0,11 806/136 0,14 0,038
rs426736 CFHR3  820/102 0,11 776/138 0,15 0,01
rs1853883 CFHR4  452/484 0,52 452/492 0,52 0,86
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Por tanto, como no hubo ADN disponible de los controles WTCCC para su genotipado
directo, usamos genotipos imputados del conjunto de datos del GWAS para obtener P-
valores combinados en los SNPs dentro de CFHR3.

Los SNPs estadisticamente asociados estan localizados en una regién que
abarca 89 kilobases localizada en el cromosoma 1, que presenta fuertes valores de
desequilibrio de ligamiento (LD; r*> 0.7) (Figura 25).
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Fig. 25. Grafico de desequilibrio de ligamiento de los SNPs asociados (CFHy CFHR3). Los nimeros
dentro de los rombos y el gradiente de color indican los #-valores.

El andlisis de haplotipo de los marcadores asociados que habian sido genotipados en
la primera replicacion, identificé dos haplotipos asociados a la enfermedad (P-valor =
5.2 x 10%y 8 x 10, respectivamente) (Tabla 16).
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Tabla 16. Analisis de haplotipo de los SNPs asociados en los genes CFH'y CFHR3, en los grupos
del GWAS y del Oeste de Europa. X2: Chi-cuadrado.

Haplotipo Frecuencia Ratio Casos Ratio Controles X2 P-valor
1 CGATGCTA 0.834 959 :135 1363 : 347 29.624 5.25x 108
2 TCGGTTCG 0.128 104.9 : 989.1 263.9 : 1446.1 19.945 797 x10°°
3 CGAGGCCG 0.031 26 : 1068 64.8 : 1645.2 4.264 39x107°

Los P-valores para el haplotipo no aumentaron la significacién estadistica al
compararlos con el andlisis de alelo Unico (Tabla 12). Si los SNPs identificados
actualmente no fueran las variantes funcionales, seria necesario llevar a cabo un
esfuerzo de genotipado o re-secuenciacién mas intenso en estas regiones para tratar

de identificar la o las variantes causales dentro de la regién asociada.
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6.2. SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO: ESIGEM-Spain GWAS

6.2.1. Analisis preliminar del genotipado de datos GWAS y analisis de
ancestralidad

En la primera fase del estudio (UK-GWAS), se encontraron un total de 518,920 SNPs
comunes a casos y controles. Estos SNPs pasaron filtros exigentes de control de
calidad tales como tasas de genotipado mayores al 95% y equilibrio de Hardy-
Weinberg con P-valor > 107 por SNP.

De un numero inicial de 547 casos genotipados de enfermedad meningococica
en Reino Unido, 72 fueron excluidos del estudio porque no reunian los criterios de
control de calidad requeridos, dejando un total de 475 casos de enfermedad
meningocdcica para los siguientes analisis de asociacion.

Usamos datos del genotipado completo de 5,069 controles sanos de Reino
Unido procedentes del proyecto WTCCC2, de los cuales 4,703 pasaron los estrictos
filtros de control de calidad y fueron incluidos en el andlisis final, donde sus genotipos
fueron sistematicamente contrastados con los de los 475 casos de enfermedad
meningocdcica.

Los analisis de ancestralidad de las muestras de Reino Unido mostraron que
los casos de enfermedad meningocécica y los controles estaban bien emparejados
(Figura 26). En esta linea, no fue necesario ajustar por ancestralidad el analisis de
asociacion (con 1 grado de libertad).

Para la cohorte espafnola de enfermedad meningocécica, fuera de los 496
casos Yy los 993 controles, se detectaron un par de familiares de primer grado. Aunque
todas las muestras tenian tasas de genotipado mayores al 95%, un total de 128
muestras (77 casos y 26 controles) presentaron valores extremos/atipicos en los
analisis de ancestralidad, y por lo tanto fueron excluidas del analisis, dejando un total
de 419 casos de enfermedad meningocécica y 967 controles para los analisis de

asociacion.

En las muestras de enfermedad meningocécica de Espana, se observo un leve
grado de estratificacion genética (Figura 26), por lo que se ajustaron los analisis de
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asociacion usando los primeros cinco componentes principales del PCA realizado
sobre los perfiles gendmicos en casos y controles.

Por lo tanto, cuando las muestras de Espana y de Reino Unido fueron
analizadas por separado, observamos una minima inflacion de todo el genoma de los
test estadisticos de asociacion, y por ello el metaandlisis de ambas colecciones de
muestras fue llevado a cabo usando varianza inversa (inverse-variance, fixed effects
method).
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Fig. 26. Analisis de ancestralidad genética entre los casos de enfermedad meningocodcica de Reino
Unido y los controles WTCCC2 (arriba) y entre los casos de enfermedad meningocodcica y los
controles de Espafa (abajo). EI PCA fue llevado a cabo para detectar y corregir asociaciones
potencialmente espureas debidas a diferencias de ancestralidad entre casos y controles. No
encontramos evidencia de estratificacion genética en las muestras del estudio GWAS de Reino
Unido, y si un leve grado de estratificacion en la muestra del estudio GWAS de Espana. Se
muestran los dos primeros componentes principales.
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Para la cohorte del Oeste de Europa, nuestros datos sugieren que la estratificacion es
minima debido a que no hay inflacion de la OR entre el metaanalisis (p. ej. rs544830,
OR = 1.30) y la replicacion (rs544830, OR = 1.30). Ademas, viendo el reciente estudio

GWAS a gran escala en esclerosis multiple®’

, puede verse que la estratificacion entre
individuos con ascendencia del Oeste de Europa (p. ej. Reino Unido, Alemania,

Bélgica) es muy baja comparada con individuos con ascendencia del Sur de Europa.

6.2.2. Metaanalisis de los GWAS de Reino Unido y Espaia

Los test de asociacion de SNPs de los metaandlisis entre los grupos espafol y de
Reino Unido pusieron de relieve un exceso significativo de los valores de P superior al
de la distribucion nula (Figuras 27 y 28 para distribuciones especificas, y Figura 29

para el metaanalisis).

-log,,(P-valor) observado

-log,(P-valor) esperado

Fig. 27. Grafico cuantil-cuantil (grafico Q-Q) mostrando las distribuciones observadas y esperadas
de los P-valores de asociacion (expresados como test con un grado de libertad en la regresion
logistica) para el estudio de GWAS de Reino Unido (Agc = 1.019).
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-log,o(P-valor) observado

-log,o(P-valor) esperado

Fig. 28. Grafico cuantil-cuantil (grafico Q-Q) mostrando las distribuciones observadas y esperadas
de los P-valores de asociacion asociacion (expresados como test con un grado de libertad en la
regresion logistica) para el estudio de GWAS de Espafa (Agc = 1.031).

rs11582939

-
.

rs1065489

.
oo

-logq(P-valor) observado

-logo(P-valor) esperado

Fig. 29. Grafico cuantil-cuantil (grafico Q-Q) mostrando las distribuciones observadas y esperadas
de los P-valores de asociacion (expresados como test con un grado de libertad en la regresion
logistica) en el metaanalisis de ambos GWAS, el de Reino Unido y el de Espafna (Agc = 1.032).

En este contexto de inflacidn genémica minima, esto sugiere que al menos algunos de
estos P-valores < 10, (Tabla 17) podrian representar verdaderas asociaciones con la

enfermedad meningocécica.
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Tabla 17. SNPs que alcanzaron un P-valor < 1 x 10 en el metaanalisis de los GWAS de Reino
Unido y Espafa. Cr: cromosoma. LC: localizacion cromsdmica. A1: alelo afectado. OR: odds ratio por

alelo. SE: error estandar para la OR por alelo. Phet: P-valor por heterogenicidad.

ESIGEM-Spain GWAS UK-GWAS Metaanalisis

Cr SNP LC

>
-
>
-

OR SE P-valor OR SE P-valor | OR  P-valor  Pret

1 rs1065489 194976397 0.60 0.1262 4.89E-05
0.61 0.1257 6.49E-05
1.24 0.09379  0.021

1.67 0.1135 6.22E-06

1.20 0.09467 0.052

0.65 0.1054 5.35E-05|0.63 1.18E-08 0.60
0.66 0.105 6.86E-05|0.64 1.95E-08 0.61
1.33 0.07004 3.81E-05|1.30 2.93E-06 0.54
1.28  0.1451 0.091 |1.51 4.22E-06 0.15
1.35 0.0695 1.96E-05|1.29 4.48E-06 0.34
1.35 0.06956 1.88E-05|1.29 4.55E-06 0.32
1.41  0.0913 0.00018 | 1.41 7.5E-06 1.00
0.69 0.1054 0.00053 | 0.71 7.55E-06 0.80
1.34 0.06821 1.72E-05|1.28 7.83E-06 0.26
0.78 0.07292 0.00078 | 0.77 8.25E-06 0.75
1.24 0.07317 0.0036 |1.30 8.8E-06 0.28
0.76 0.07395 0.00020 | 0.77 9.19E-06 0.79
0.78 0.07117 0.00056 | 0.78 1.23E-05 0.94
1.38 0.08483 0.00016 | 1.36 1.26E-05 0.80
1.49 0.1013 9.26E-05| 1.44 1.79E-05 0.57
1.30 0.06776 9.72E-05|1.27 1.8E-05 0.50
1.30 0.07233 0.00032 | 1.28 1.92E-05 0.81
0.84 0.07113 0.012 |0.78 1.92E-05 0.13
0.76 0.07121 9.09E-05|0.78 1.96E-05 0.41
1.34 0.08351 0.00053 | 1.34 2.07E-05 0.90
1.61 0.1228 0.00011 | 1.48 2.22E-05 0.31
0.67 0.1029 0.00013 | 0.70 2.41E-05 0.48
1.30 0.07736 0.00081 | 1.30 2.47E-05 0.92

1 rs11582939 194976780
1 rs544830 94285481

5 rs12188351 168318667
1 rs550060 94297372
1 rs497511 94295701 1.20 0.09492  0.056
17 rs4417581 61831270 1.41  0.1395 0.014
1 rs12404243 195129192 0.72 0.1143  0.0044
22 rs175149 15690741 1.17 0.09593 0.096
6 rs9385647 133790074 0.75 0.09628 0.0032
2 rs11902634 224305000 1.41  0.09733 0.00041
1 rs497743 239245567 0.79  0.0989 0.015
3 rs6806363 178776775 0.78 0.09444 0.0072
22 rs4824047 47737771 1.33 0.1277 0.027
17 rs4790911 61841377 1.34 0.1572 0.064
22 rs175139 15684246 1.20 0.0958 0.055
15 rs1913426 31343094 1.26 0.09911  0.020
3 rs9880442 46611124 0.70 0.09489 0.00017
1 rs3789399 94284305 0.84 0.09498 0.058
22 rs9616622 47733695 1.36 0.125 0.014
16 rs10974 4344621 1.33  0.141 0.043

1 rs1416077 82872674 0.76  0.1399 0.053

_

rs3789412 94308655 1.31  0.1063 0.010

3 rs7620503 178786992 0.78 0.09362 0.0089 0.79 0.07123 0.00094 | 0.79 2.49E-05 0.94
19 rs10411434 53002354 1.42 0.1523 0.023 1.46 0.1062 0.00039 | 1.44 2.55E-05 0.87
2 rs655783 224307419 1.39 0.09275 0.00034 119 0.06889 0.010 |1.26 2.77E-05 0.18
9 rs7856621 78774405 1.35 0.1354 0.026 1.41 0.09647 0.00040 | 1.39 3.02E-05 0.81
8 rs7813428 56028448 1.21 0.09786  0.055 1.31 0.07226 0.00017 | 1.27 3.06E-05 0.48
8 rs12678874 55994609 1.20 0.09852 0.059 1.31 0.07223 0.00015 | 1.27 3.14E-05 0.47
2 rs13013873 229748061 1.22 0.09796  0.043 1.30 0.07073 0.00025 | 1.27 3.25E-05 0.61
9 rs3793576 23727408 1.33 0.1587 0.073 155 0.1154 0.00015 | 1.47 3.8E-05 0.44
16 rs1364063 68146073 0.80 0.0934 0.018 0.79 0.07024 0.00078 | 0.79 3.91E-05 0.90

11 rs4755750 33587368 0.71 0.09719 0.00048 0.84 0.07236 0.013 |0.79 4.43E-05 0.19
0.40 0.243 0.00015 | 0.48 4.5E-05 0.25
152 0.1168 0.00034 | 1.49 6.95E-05 0.73
0.86 0.06824 0.023 |0.80 7.08E-05 0.11
1.35 0.0843 0.00042 | 1.32 7.25E-05 0.69

0.86 0.06832 0.022 |0.80 7.69E-05 0.12

5 rs12697148 55914728 0.60 0.2659 0.057

8 rs17069790 4112508 1.40 0.1916 0.076
5 rs1384282 113177023 0.71 0.09435 0.00027

19 rs10405467 52989040 1.27 0.1264 0.062

> O O >» >» >» OO0 >» >» OO0 >» >» » » >» >» >» 0 60 0 60 >» >» >» >» 6066 >» 0> 0 > > 0 > >
> 0O O >» >» >» OO0 >» >» OO0 >» >» » » >» » >» 0 60 0 60 >» >» >» >» 60O >» 0 >» > > 0 > >

5 rs6594762 113176166 0.71 0.09439 0.00033
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2 rs714104 46318300 A 0.82 0.103 0.060 A 0.76 0.07825 0.00041 | 0.78 7.78E-05 0.52
6 rs5000996 150920 A 080 0.1225 0.074 A 0.72 0.09235 0.00039 | 0.75 9.2E-05 0.48

Al igual que en la primera fase del estudio, encontramos una fuerte evidencia de
asociacion con CFH, ya previamente comunicada, localizada en el cromosoma 1
(rs1065489, P-valor = 1.18 x 10 por alelo OR = 0.63 y rs11582939, P-valor = 1.95 x
10 por alelo OR = 0.64) (Figura 29). Una imputacién detallada y el metaanalisis de los

8 no reveld

datos de Espafia y Reino Unido, usando el proyecto 1000 Genomas®
ninguna evidencia de asociacion superior que la del SNP rs1065416 localizado en el
gen CFH (Tabla 18 y Figura 30), sugiriendo que la asociacion en esta regién puede ser

atribuida a una sefnal de asociacién causal Unica.

Tabla 18. SNPs imputados que alcanzaron un P-valor < 1 x 10™ en el metaanalisis de los GWAS de
Reino Unido y Espaia para el locus CFH. A1: alelo afectado; OR: odds ratio por alelo; SE: error

estandar para la OR por alelo.

ESIGEM-Spain GWAS UK-GWAS Metaanalisis
Cr SNP LC A1 OR SE P-valor A1 OR SE P-valor P-valor OR
1 rs2336221 196708891 | T  0.65  0.1054 5.22E-05 T 060 0.1263 0.00004463 | 1.05E-08 0.63
1 rs11799380 196708455 | G 0.65  0.1054 5.34E-05 G 060 0.1263 0.00004463 | 1.08E-08 0.63
1 rs105980 196715666 | A 0.65  0.1054 5.34E-05 A 060 0.1263  0.00004463 | 1.08E-08 0.63
1 rs35352142 196712902 | T  0.66  0.1059 9.56E-05 T 057 0.1309 0.00002237 | 1.2E-08 0.63
1 rs72482675 196716924 | G 0.65  0.1054 5.34E-05 G 060 0.1266 0.00005413 | 1.28E-08 0.63
1 rs70620 196704997 | A 0.66  0.1054 7.48E-05 A 059 0.1267 0.00003671 | 1.32E-08 0.63
1 rs70621 196705009 | A 0.66  0.1054 7.48E-05 A 059 0.1267 0.00003671 | 1.32E-08 0.63
1 rs742855 196705520 | C  0.66 0.105 9.79E-05 C 059 0.1267 0.00003671 | 1.77E-08 0.63
1 rs529541 196719716 | G 0.66  0.1055 7.36E-05 G 060 0.1267 0.00005615 | 1.87E-08 0.63
1 rs1048663 196674982 | A 0.67  0.1051 0.000124 A 060 0.1272 0.00005109 | 3.09E-08 0.64
1 rs12406047 196677898 | T  0.67  0.1051 0.000126 T 060 0.1272 0.00005109 | 3.13E-08 0.64
1 rs74213209 196679010 | G 0.67  0.1051 0.000126 | G 0.60 0.1272  0.00005109 | 3.13E-08 0.64
1 rs1831280 196683274 | G 0.67  0.1051 0.000126 | G 0.60 0.1264  0.00005489 | 3.27E-08 0.64
1 rs11584505 196679927 | C  0.67  0.1051 0.000124 C 0.60 0.1264 0.00005598 | 3.29E-08 0.64
1 rs12402808 196691625 | A 0.67  0.1051 0.000123 A 0.60 0.1268 0.00006255 | 3.56E-08 0.64
1 rs11801630 196692148 | T  0.67  0.1051 0.000123 T 060 0.1268 0.00006255 | 3.56E-08 0.64
1 rs10922107 196698651 | T  0.67  0.1051 0.000123 T 060 0.1268 0.0000651 | 3.69E-08 0.64
1 rs10489456 196687515 | A 0.67  0.1051 0.000121 A 0.61 0.126 0.00006818 | 3.73E-08 0.64
1 rs11799595 196700322 | C  0.67  0.1051 0.00012 C 0.60 0.1267 0.00006817 | 3.73E-08 0.64
1 rs3753396 196695742 | G 0.67  0.1055 0.000136 | G 0.60 0.1277  0.00007314 | 4.58E-08 0.64
1 rs776089 196721097 | C  0.65 0.1105 0.000118 C 059 0.1337 0.0001007 | 5.25E-08 0.63
1 rs72482676 196730755 | C  0.67  0.1111 0.000253 C 058 0.1325 0.00004546 | 5.82E-08 0.63
1 rs6695321 196675861 | G 0.77 0.07302 0.000252 | G 0.69 0.09663 0.0001485 | 1.92E-07 0.74
1 rs74822326 196924296 | G 0.62  0.1069 5.84E-06 G 075 0.1128 0.01094 4.66E-07 0.68
1 rs139124820 196905991 | C  0.75  0.0717 4.39E-05 C 0.77 0.09421 0.005169 7.65E-07 0.75
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Fig. 30. Representacion grafica de la asociacion regional de los SNPs localizados en el locus CFH

del cromosoma 1 del metaanalisis entre los GWAS de Reino Unido y de Espafia usando el panel

europeo de 1000 Genomas para la imputacion. Los resultados se muestran en el contexto de

rs1065489 y rs11582939 (triangulos azules), que fueron directamente genotipados.
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También percibimos que el segundo locus mas significativo estaba localizado en el
SNP marcador dentro del gen que codifica el ATP-binding cassette, sub-familia A
(ABC1), miembro 4 - ABCA4 (rs544830, P-valor = 2.93 x 10®, por alelo OR = 1.30)
(Figura 31 y Tabla 19).
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Fig. 31. Manhattan plot para el metaanalisis de las muestras de enfermedad meningocodcica de
ambos GWAS (de Reino Unido y Espaiia). El eje Y representa la fuerza de la asociacion estadistica
(representada por -log'® de P-valor) para cada SNP. El eje X representa cada cromosoma en un
color diferente. La linea roja horizontal delimita evidencia de asociacion signficativa con la
enfermedad (P-valor = 5 x 10'8).
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Tabla 19. Analisis de asociacion entre los SNPs en el gen ABCA4 y la enfermedad meningocdcica
en las tres cohortes. MAFca: MAF en casos. MAFco: MAF en controles. OR: Odds ratio con referencia al
alelo de riesgo. Pner: P-valor para heterogeneidad entre las muestras. I°: -indice I-al cuadrado entre las
muestras, con valores entre 0 (no heterogeneidad) a 100 (muy alta heterogeneidad).

SNP ID Muestra MAFca | MAFco OR (95% IC) P-valor Pret 12
UK-GWAS 0.562 0.493 1.33 3.81 x 10°
Spain-GWAS 0.532 0.502 1.24 0.021 - -
rs544830 5
Meta-GWAS - - 1.30 2.93x 10 - -
(G/A)
Replicacion 0.563 0.498 1.30 7.40 x 10° - -
Todas las muestras - - 1.30 (1.20 - 1.41) 9.17 x 10 0.82 0
UK-GWAS 0.525 0.454 1.33 3.81 x 10° - -
Spain-GWAS 0.494 0.469 1.20 0.052 - -
rs550060 5
Meta-GWAS - - 1.29 4.48 x 10° - -
(A/G)
Replicacion 0.518 0.466 1.23 0.0044 - -
Todas las muestras - - 1.27 (1.16 - 1.38) 1.06 x 107 0.60 0
UK-GWAS 0.526 0.455 1.33 3.81 x 10° - -
Spain-GWAS 0.498 0.477 1.20 0.056 - -
rs497511 =
Meta-GWAS - - 1.29 455 x 10 - -
(G/A)
Replicacion 0.523 0.459 1.30 1.11 x 10 - -
Todas las muestras - - 1.29 (1.18 - 1.40) 3.95 x 10° 0.66 0

Este marcador fue corroborado por otros dos SNPs colindantes (rs550060, P-valor =
4.48 x 10°®, por alelo OR = 1.29 y rs497511, P-valor = 4.55 x 10, por alelo OR = 1.29)
(Figura 24 y Tabla 12).

6.2.3. Replicacion en el Oeste de Europa

Se llevd a cabo una replicacién de estos tres SNPs de ABCA4 en una tercera
coleccién de muestras del Oeste de Europa. Hubo una replicacion significativa de los
tres SNPs en esta muestra que comprendia 565 casos y 2,330 controles (Tablas 19 y
20). Asimismo se evidencié una asociacién significativa de todo el genoma para dos
SNPs ABCA4 en el metaandlisis de datos de las muestras de enfermedad
meningocécica de Espana, Reino Unido y el Oeste de Europa (rs544830 P-valor =
9.17 x 107°; rs497511, P-valor = 3.95 x 10°) (Tabla 19).
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Tabla 20. Asociacion resultante entre ABCA4 rs544830 y la enfermedad meningococica en todas
las muestras. Los resultados de la replicacion del Oeste de Europa son estratrificados mas
adelante por pais de reclutamiento (Austria/Alemania y Holanda). MAFca: MAF en casos. MAFco:.
MAF en controles. Phet: P-valor para heterogeneidad entre las muestras. I: -indice I-al cuadrado entre las

muestras, con valores entre 0 (no heterogeneidad) a 100 (muy alta heterogeneidad).

Muestras (casos/controles) MAFca | MAFco OR (95% IC) P-valor Pret I?
UK-GWAS (475 / 4703) 0.562 | 0.493 1.33 3.81 x 10°

Spain GWAS (419 / 967) 0.532 0.502 1.24 0.021 - -

Metaanalisis GWAS UK-Spain - - 1.30 2.93 x 10 0.54 0
Replicacion Austria/Alemania (379 / 2,196) 0.554 0.497 1.26 0.0036
Replicacion Holanda (186 / 134) 0.578 0.500 1.37 0.052

Replicacion todo el Oeste de Europa 0.563 0.498 1.30 7.40 x 10° 0.64 0

Todas las muestras - - 1.30 (1.20-1.41) | 9.17x 107 0.82 0

No fue posible corregir formalmente la estratificacion de poblaciones en la muestra de
replicacién del Oeste de Europa. Por lo tanto, cabe la posibilidad de que la asociacion
significativa observada entre ABCA4 rs544830 y la enfermedad meningocdcica en esta
cohorte podria deberse, potencialmente, a un factor de confusion debido a la
existencia de estratificacion poblacional. Por tanto estratificamos el analisis de
asociacién por paises, y nos encontramos con que la OR era homogénea y constante
en todos los lugares (Tabla 20), sugiriendo que los hallazgos de la replicacién son lo

suficientemente soélidos.

6.2.4. Imputacion de los datos

A continuacion llevamos a cabo una imputacién detallada del gen ABCA4 y sus
regiones adyacentes usando la base de datos europea de 1000 Genomas, que incluye
secuencias genéticas poblacionalmente raras (< 5% de frecuencia) y muy raras (< 1%
de frecuencia). No se detect6 ninguna evidencia de asociacion superior a la observada
en rs544830, y todos los SNPs que mostraban asociacion estaban localizados en un
bloque de fuerte desequilibrio de ligamiento flanqueado por puntos calientes de
recombinacién (recombination hotspots) (Figura 32).
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Imputed ABCA4 (b37) Meta—Analysis

104 rs544830
. A g
' rs497511 — 4
a = 70
P=5x108 |
7 Ak
6 rs550060 s
=
£ 3
5 = =
_I,R' - 42 g
ad 5
2
- - 28 5
| g
2 { ‘ o
N 14
14 i ‘ i
04 LA |" ‘_ UL J LML o
CCoC18 FNBPIL NIRTEO ABCAY ABCD3
TMEDZ DR1 LOC100129046 GCIM ABCDIF3
FAMGQA MTF2 LCC100131564 BCARD DNTTIPZ ARHGADZG F3
A — — -— — - — -
93561 9azz7 94393

Chromosome 1 pasiion (kb)
gl

L.

880060

UKMGC

R T

ESIGEM

Fig. 32. Representacion grafica de la asociacion regional (grafico superior) y desequilibrio de
ligamiento (grafico inferior) en ABCA4 y su region colindante (flanking region) del metaanalisis del
GWAS de Espaia y Reino Unido, usando el panel europeo 1000 Genomas para la imputacion. Las
flechas en la grafica superior identifican el marcador centinela rs544830 y sus dos SNPs
corroboradores. Los tres SNPs estan localizados dentro de un bloque de fuerte desequilibrio de
ligamiento, y flanqueado por puntos calientes de recombinacion.
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Estos datos sugieren que la asociacién de enfermedad esta, en efecto, confinada a

ABCA4, y este resultado es concordante con los analisis condicionales que muestran

que la asociacion con ABCA4 puede ser atribuida a rs544830 en el contexto de

nuestros datos (Tabla 21).

Tabla 21. Analisis condicional con los SNPs seleccionados en el locus ABCA4 para el metaanalisis

entre los GWAS de Espafa y Reino Unido. El SNP condicionante es rs544830. LC: localizacién

cromosoémica.

Antes del analisis

Después del analisis

condicional condicional
SNP LC P-valor OR P-cond OR-cond

rs544830 94285481 2.93x10° 1.30 - -

rs497511 94295701 4.56x10° 1.29 0.48 1.10
rs550060 94297372 4.59x10° 1.29 0.59 1.07
rs3789399 94284305 1.92x10° 0.78 0.97 1.00
rs3789412 94308655 2.31x10° 1.30 0.01 1.19
rs4147836 94289062 2.59%x10° 1.30 0.06 1.15
rs4147833 94300951 3.25x10° 1.30 0.06 1.15
rs3789407 94304194 3.83x10° 1.30 0.06 1.15
rs1191231 94289573 4.48x10° 0.79 0.58 0.95
rs4140392 94304601 6.04 x 10° 1.29 0.08 1.14
rs2151849 94307762 7.49 x 10° 1.28 0.02 1.17
rs3789405 94303912 0.00019 1.25 0.05 1.14
rs4847273 94302331 0.00025 1.25 0.05 1.13
rs1007347 94303106 0.00043 1.24 0.06 1.13
rs549848 94297444 0.0030 0.84 0.77 1.03
rs2297633 94283261 0.0031 0.84 0.70 1.03
rs549114 94306942 0.0087 0.85 0.98 1.00
rs1889405 94349998 0.0091 1.18 0.03 1.15
rs1931575 94305602 0.0098 1.18 0.39 1.06
rs3789411 94308134 0.012 0.86 0.95 1.00
rs4147837 94285730 0.016 1.19 0.78 1.02
rs1889404 94350011 0.018 1.16 0.06 1.13
rs3827712 94347759 0.018 0.87 0.11 0.91
rs4847196 94327041 0.019 1.16 0.12 1.1
rs2275035 94317748 0.021 1.15 0.09 1.11
rs4147812 94347631 0.022 0.88 0.13 0.92
rs4147825 94333526 0.022 1.14 0.18 1.08
rs4147811 94347644 0.022 0.88 0.13 0.91
rs4147828 94320477 0.023 1.17 0.14 1.11
rs4147816 94347368 0.024 0.88 0.13 0.92
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rs3789433
rs2297636
rs3789432
rs481931
rs2297634
rs4147820
rs570926
rs3789435
rs2297671
rs4147814
rs4147823
rs3789421
rs1211213
rs3827713
rs2068334
rs4147815

94348028
94341410
94347896
94342604
94349556
94334672
94342806
94348948
94268841
94347503
94333860
94338165
94344008
94349112
94332303
94347396

0.025
0.025
0.025
0.026
0.026
0.027
0.029
0.029
0.031
0.032
0.036
0.036
0.038
0.038
0.040
0.045

1.15
1.14
0.88
0.88
0.88
1.16
0.88
0.89
0.89
0.89
1.14
1.16
0.88
0.89
1.15
1.14

0.11
0.18
0.13
0.14
0.10
0.12
0.14
0.10
0.13
0.10
0.14
0.15
0.14
0.11
0.19
0.20

1.11
1.09
0.92
0.92
0.91
1.11
0.92
0.91
0.92
0.91
1.10
1.11
0.92
0.91
1.10
1.09
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7. DISCUSION

Hemos demostrado que la susceptibilidad a la enfermedad meningococécica invasiva,
principal causa de muerte por infeccién en paises desarrollados a través de sepsis y
meningitis, tiene una base genética. Determinados polimorfismos genéticos
contribuyen a explicar la razén por la que no todos somos igual de susceptibles a la
infeccion por N. meningitidis, y por qué conduce a la enfermedad en tan sélo una
pequena proporcion de aquellos a los que coloniza. La variabilidad genética en la via
alternativa del complemento, especialmente en el factor H, y el gen ABCA4, parecen
modular la susceptibilidad del huésped a la enfermedad meningocécica. Ademas,
ambas localizaciones genéticas estan también implicadas en la susceptibildad a la
degeneracién macular, lo que establece una relacion inédita entre dos entidades hasta
la fecha nunca relacionadas en la literatura.

7.1. Region CFHy susceptibilidad a enfermedad meningocécica

Comunicamos el primer GWAS de susceptibilidad a enfermedad meningocécica (UK-
GWAS), y en él identificamos una fuerte evidencia de asociaciéon en el factor H del
complemento (CFH) y la proteina 3 relacionada con el factor H del complemento
(CFHRS3), localizados en el cromosoma 1. El estudio se llevé a cabo en una muestra
de 475 pacientes de Reino Unido y 4703 controles. La replicacion de este hallazgo en
otras dos cohortes independientes europeas —del Oeste de Europa y de Espana—
contribuye a consolidar la validez de la asociacién encontrada. Dos variantes en el gen
del factor H del complemento (CFH) mostraron una evidencia de asociacién altamente
significativa en todo el genoma: rs1065489 (P-valor = 2.2 x 10™"") y rs11582939 (P-
valor = 3.7 x 10™"%), asi como también CFHR3 (rs426736, P-valor = 4.6 x 10™").

Este hallazgo se vio corroborado, ademas, en la segunda fase del estudio, en el
que realizamos un segundo GWAS de susceptibilidad a enfermedad meningococica
(ESIGEM-Spain GWAS) en 419 pacientes y 967 controles espafoles. A continuacion
llevamos a cabo un metaandlisis conjunto de ambos GWAS (el de Reino Unido y el de
Espanfa), y una replicacion de los principales polimorfismos en una tercera cohorte del
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Oeste de Europa. Posteriormente realizamos un metaandlisis de los SNPs
seleccionados de las tres poblaciones europeas tratando de buscar la variante causal
por mapeo e imputacion de la regiéon asociada. El polimorfismo rs1065489, localizado
en el gen CFH, fue nuevamente el locus que mostrd la mayor evidencia de asociacién
con enfermedad meningocécica en las tres cohortes estudiadas, alcanzando un nivel
de significacion muy elevado (P-valor = 1.18 x 108).

CFH regula la via alternativa del complemento y se sabe que es utilizado por N.
meningitidis para escapar del control inmunolégico del huésped®®. Por tanto, la unién
del CFH a N. meningitidis a través de su proteina de unién al factor H del
complemento (fHbp, factor H binding protein) protegeria a la bacteria del dafo u
opsonizacion mediados por el complemento, facilitando que la bacteria eluda la
respuesta inmunoldgica innata del huésped (Figura 33).

Fig. 33. N. meningitidis se une al CFH mediante su proteina de union al factor H del complemento
(fHbp), tratando de evadir la accion bactericida del complemento. Adaptado de Schneider et al*.

Estudios genéticos previos comunicaron que un polimorfismo de la region promotora,
rs3753394, localizado a 88 kb en direccién 5’, p.936D<E, estaba asociado con la
susceptibilidad del huésped a la enfermedad meningocécica. Estos estudios también
correlacionaron los niveles de proteina CFH con esta variante del promotor®. Sin
embargo, aunque este SNP fue genotipado en el GWAS inicial, no alcanz6
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significacion estadistica, P-valor = 0.08 (Tabla 13). El analisis de desequilibrio de
ligamiento mostr6 que ambos polimorfismos pertenecen a diferentes bloques dentro
del gen (# = 0.4) (Figura 34). Asimismo, no se pudieron apreciar evidencias que
pudieran apuntar a posibles errores de genotipado.

S . &

Figura 34. Grafico de desequilibrio de ligamiento del agrupamiento (cluster) CFH en el cromosoma

1. Los numeros dentro de los rombos indican el valor de /. Para aquellos SNPs sin ningun valor
anotado, 7 = 1. Los polimorfismos con un P-valor combinado significativo en los tres grupos de
estudio, se muestran en cajas rojas. Seis de los ocho SNPs significativamente asociados estaban
localizados en un bloque de alto desequilibrio de ligamiento (%> 0.75).

Una posible explicacion para esta discrepancia en los resultados puede derivar de las
diferencias propias de cada cepa de meningococo invasor®. La fHbp muestra variacion
de secuencia’, y un estudio previo mostré diferencias funcionales en el suero
bactericida de meningococos de diferentes tipos de capsulas. En este estudio previo el
principal efecto del polimorfismo promotor y el aumento en la concentracion plasmatica
de CFH, aconteci6 en las cepas del serogrupo C, mientras que s6lo se observo un
leve efecto en las cepas del serogrupo B. Sin embargo, este tipo de andlisis de
subgrupo reduce la potencia estadistica, haciendo dificil la busqueda de respuestas
concluyentes. En el presente estudio tratamos de identificar efectos de susceptibilidad
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que fuesen consistentes para todos los serogrupos, puesto que las cepas infecciosas
difieren en las tres cohortes. La cohorte de Reino Unido fue reclutada entre 1995 y
2005, antes de la introduccién de la vacuna frente al serogrupo C, cuando este
serogrupo era el responsable de aproximadamente el 40% de los casos. Sin embargo,
la cohorte esparfiola se establecid después de la introduccion de la vacuna frente al
serogrupo C, y por tanto el serogrupo B es probablemente el principal responsable de
los casos. A pesar de estas diferencias, las tres cohortes han mostrado una asociacion
consistente con la region CFH, sugiriendo que esta asociacion es independiente de la
cepa.

CFHR3 se une a la heparina, y uno de sus papeles en la regulacion del
complemento podria ser competir con CFH para unirse con C3 (componente 3 del
complemento). De modo similar CFHR1 comparte homologia de secuencia con CFH, y
parece ser una variante truncada de splicing (truncated splice variant) del gen CFH*.
Ambas proteinas, CFHR3 y CFHR1, puede que compitan con CFH para unirse a la
fHbp del meningococo. rs16840658, un SNP en CFHR1 que mostré una fuerte
evidencia de asociacion con enfermedad meningocdcica tanto en el GWAS inicial
como en la cohorte de replicacién del Oeste de Europa, fallé en el genotipado en la
cohorte de replicacién espafnola. A pesar de esta inconsistencia entre poblaciones, no
podemos excluir la posibilidad de que los tres genes contribuyan a la susceptibilidad o

proteccion individual frente a la enfermedad meningocécica.

7.2. Una posible explicacion para el "cinturén de la meningitis" africano

La region de la sabana africana que se extiende desde Etiopia (en el Este) a Senegal
(en el Oeste) aglutina la mayor incidencia de EM en todo el mundo, pudiendo afectar,
en determinadas epidemias, hasta al 1% de la poblacion. Es por ello que a esta franja
de territorio subsahariano, que abarca una poblacion de unos 300 millones de

habitantes, Lapeysonnie acufié en 1963 como "cinturén de la meningitis"'®.

La epidemia mas grave de meningitis meningococica que ha experimentado
Africa hasta el momento fue la de 1996, causada por el serogrupo A, con mas de
150.000 casos y 16.000 muertes registradas. Las condiciones climaticas de estos
paises parecen contribuir a la recurrencia anual de tales epidemias, sobre todo en
relacion con la llegada del Harmattan, el viento célido y seco que preludia la llegada de

la estacién seca, a principios de afno.
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Dentro de CFH la asociacion mas significativa encontrada en nuestro estudio
fue una sustitucion no-sinbnima, potencialmente funcional (rs1065489, p.936D<E)
localizada en el exén 19, que alcanz6 un P-valor (combinado) altamente significativo
(2.2 x 10™"") en las tres cohortes estudiadas (Tabla 12). Los portadores del alelo con
frecuencia menor (T) tuvieron menos riesgo de enfermedad meningocécica, (OR =
0.64; IC al 95%: 0.56-0.73). Esto fue corroborado por un segundo polimorfismo, a una
distancia de 397 pares de bases en direccion 5', que estaba en completo desequilibrio
de ligamiento (r* = 1) con D936E (rs11582939; P-valor combinado = 3.7 x 107°). La
frecuencia de este polimorfismo varia enormemente en las diferentes poblaciones de
Hapmap®*, y destaca el hecho de que las poblaciones subsaharianas son las que
tienen la frecuencia méas baja de este marcador. Parece que la incidencia de EM es
inversamente proporcional a la frecuencia del alelo minoritario de este SNP, lo que
podria contribuir a explicar la elevada incidencia de la enfermedad meningococica en
estos paises.

7.3. Enfoque traslacional de la asociacion CFH y la susceptibilidad a
enfermedad meningococica: nueva generacion de vacunas frente a
meningococo

La introduccidén de vacunas conjugadas frente a meningococo C supuso una
disminucion drastica de la incidencia de la EM en los paises desarrollados. Sin
embargo el gran reto de la lucha frente a la enfermedad meningocécica en los ultimos
anos se ha centrado principalmente en conseguir una vacuna efectiva frente al
serogrupo B. La similitud antigénica del polisacarido capsular de este serogrupo con
sacaridos del tejido neuronal humano y su baja inmunogenicidad han hecho que las
nuevas estrategias vacunales tratasen de centrarse en antigenos no capsulares™'®.
En el momento actual hay dos vacunas frente al meningococo B que han demostrado
efectividad en ensayos vacunales, y que cuentan con la presencia de fHbp entres sus
componentes antigénicos, lo que habla en favor del papel de esta lipoproteina en la
interaccion entre meningococo y huésped. Una de ellas es la vacuna rLP2086 (de

)174

laboratorios Wyeth-Pfizer) "™, compuesta por los 2 tipos de fHbp (A y B); la otra es la

vacuna 4 CMenB (de laboratorios Novartis)'"®""’

, primer ejemplo de un desarrollo de
vacunas exitoso mediante vacunologia inversa. Para esta segunda vacuna, de entre

los antigenos proteicos que demostraron capacidad para producir anticuerpos
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bactericidas en suero, se escogieron los que inducian una proteccibn mas amplia, y
fHbp fue uno de ellos, ademas de NadA, NHBA y PorA.

Nuestro hallazgo reafirma la importancia que el factor H del complemento tiene
especificamente en la defensa de nuestro organismo frente a N. meningitidis. Por otro
lado la microbiologia molecular ha constatado la importancia que para Neisseria tiene
la proteina ligadora de factor H (fHbp), que le permite actuar como un “caballo de
Troya” y evadir las defensas de nuestro organismo. El hecho de que las nuevas
generaciones de vacunas frente a meningococo incluyan en su composicién
especificamente un antigeno que estimule la respuesta neutralizante frente a fHbp,
encaja en este nuevo marco biolégico. El hallazgo, en nuestro estudio, de CFH como
gen involucrado en la susceptibilidad a la EM es concordante con la eficacia
demostrada por la nueva generacion de vacunas antimeningocécicas. Los futuros
estudios en marcha nos permitiran ver cudl es la repercusién funcional que las
distintas variantes genéticas en CFH pueden condicionar a nivel de las diferentes
proteinas del complemento, y a su vez, en qué pueden modificar la respuesta inmune

a las vacunas.

7.4. Region CFHy susceptibilidad a otras enfermedades

Dos enfermedades, la degeneracién macular senil (DMS)®® y el sindrome
hemolitico urémico (SHU) atipico®*® han sido previamente asociados con CFH, CFHR1
y CFHRS3. El riesgo atribuible en la DMS ha sido estimado en torno al 31% para
individuos portadores de la variante alélica p.402Y<H dentro de CFH**'. Se ha
comunicado que una delecion, incluyendo el 3’ final de CFH, y abarcando CFHR3y
CFHR1, est4 asociada con proteccién frente a DMS (riesgo atribuible = -53.4%)** y un
riesgo aumentado de desarrollar SHU atipico (riesgo atribuible = 58%)**°. Para la
enfermedad meningococica, el alelo asociado a CFH (p.936D<E) confiere una
reduccion del riesgo de enfermedad muy similar al SNP asociado a CFHR3 (riesgo
atribuible = -37.5 y -34.3%, respectivamente). Aunque p.936D<E no esta en la regién
delecionada, su elevado desequilibrio de ligamiento (r* = 0.75-0.99) con SNPs dentro
del area prevista de delecion, indica una correlacion muy elevada entre ellos.

Es sabido que la existencia de variaciones en el nUmero de copias (copy
number variation) de los genes CFHR3y CFHR1 podria condicianar la concentracion
de las proteinas del suero®>%*2. Sin embargo, los factores de susceptibilidad a nivel de
SNPs individuales tienen una alta probabilidad de variar entre DMS y enfermedad
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meningocécica debido a los diferentes patrones de asociacién que afectan a SNPs
particulares en cada enfermedad (Tabla 20). Por ejemplo, SNPs en estrecho
desequilibrio de ligamiento con la alteracién funcional p.402Y<H (rs1061170; P-valor <
10" y OR > 2 para DMS) mostraron evidencia de asociacién muy nominal en este
andlisis GWAS y no se replicaron en las cohortes de seguimiento.

7.5. Region ABCA4y susceptibilidad a enfermedad meningocécica

Como CFH y CFHR3 son también genes asociados con susceptibilidad para la
degeneracion macular senil (DMS)®®, la asociacién encontrada entre la region CFH 'y
enfermedad meningocécica en la primera fase del estudio plante6 la posibilidad de que
N. meningitidis fuese un desencadenante oculto para la DMS, o de que ambas
entidades compartiesen un mecanismo patogénico comun®®2*, La idea de proseguir
con esta hipotesis fue lo que nos llevd a la realizacion de la segunda fase del estudio.

En esta segunda fase, el segundo locus que mostr6 mayor evidencia de
asociacion con enfermedad meningococica, después de CFH, fue ABCA4. Hemos
identificado polimorfismos frecuentes en ABCA4 asociadas con susceptibilidad a
enfermedad meningocécica en las tres cohortes europeas independientes (Reino
Unido, Espana y el Oeste de Europa), lo que implica una posible conexién entre la
infeccion por N. meningitidis y la degeneracién macular. Ya en la primera fase del
estudio ABCA4 habia aparecido asociado a EM, aunque con una significacién menor
que esta fase. N. meningitidis puede que actie como desencadenante o factor
acelerador de degeneracion macular en estos pacientes susceptibles. De forma
alternativa, puede que la macula sea un lugar anatomico particularmente vulnerable
con minima resistencia a la activacion del complemento en pacientes con esta
condicién genética, permitiendo una relacion peculiar con Neisseria.

El gen ABCA4 codifica una proteina que se expresa primariamente en la retina y
pertenece a la familia de genes transportadores de cassette de union a ATP (ATP-
binding cassette transporter genes). La proteina ABCA4 es producida en los
fotorreceptores y activada siguiendo una foto-transduccion®®. Ahora se sabe que la
proteina ABCA4 es responsable de la eliminacién de componentes potencialmente
toxicas para la retina (llamados N-retinilidene-PE) generados durante la
fototransduccion desde las células fotorreceptoras. Mutaciones patogénicas
infrecuentes en ABCA4 fueron identificadas como causantes de degeneracion macular

de inicio juvenil®*?*. Aunque ABCA4 se expresa predominantemente en la retina,
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también lo hace en el cerebro y los plexos coroideos. Por ello, ABCA4 puede que
juegue un papel en la funcion de la barrera hematoencefalica y que afecte a las

condiciones del liquido cefalorraquideo®’2*8

. Esta observacion sugiere el posible
papel de ABCA4 en la patologia del SNC, ademas del ojo, lo cual seria concordante
con la asociacion observada en la toxoplasmosis congénita con participacion
cerebral®®,

Consideramos la posibilidad de que la asociacion observada en ABCA4 podria
ser dependiente del enriquecimiento del grupo de casos para los individuos
susceptibles de DMS. El riesgo vital de degeneracién macular juvenil (enfermedad de
Stargardt) es muy bajo (1 de 10,000 individuos®*?®). Para la DMS, el riesgo vital ha sido
comunicado en torno al 10% en individuos de 75 o méas afos®®, aumentando hasta
tres veces en portadores de mutaciones CFH™. El riesgo vital para enfermedad
meningocécica es muy bajo para cualquier individuo en toda Europa (<0.1%%*)
llevando a una tasa muy baja de falsos positivos entre los controles, con una minima
pérdida de potencia. Como ambas enfermedades son infrecuentes, la presencia
concomitante de individuos susceptibles entre los nifios con sepsis meningocdcica es
tedricamente baja (0.1% multiplicado por 10% multiplicado por 3 veces los portadores
de mutaciones en CFH = 0.03% 6 3 en 10,000 pacientes con enfermedad
meningocécica que también son portadores CFH). En esta linea, la observacion entre
ABCA4 rs544830 y la susceptibilidad para enfermedad meningocécica es poco
probable que se deba a un factor de confusion por la presencia de individuos
susceptibles de DMS portando el alelo de riesgo en CFH.

Ahora son necesarios estudios biolégicos que nos permitan esclarecer la
relacién funcional precisa entre enfermedad meningocécica y DMS.

7.6. Neisseria meningitidis como potencial agente desencadenante de la
enfermedad de Stargardt y de la degeneracion macular senil en pacientes
susceptibles

La conexion entre N. meningitidis y la enfermedad ocular ha sido previamente descrita,
o bien con el ojo como primer objetivo de infeccion (por ejemplo en conjuntivitis,
endoftalmitis...) o bien como la primera manifestacion de enfermedad meningocdcica

invasiva®'2%

. Variaciones genéticas tanto en CFH como en ABCA4 han sido
implicadas en la degeneracién macular. Existen mutaciones patégenas conocidas

localizadas en el gen ABCA4 que causan la enfermedad de Stargardt***** una
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degeneracién macular de inicio en la juventud, asi como también se conocen variantes
en CFH que estan asociadas con la DMS?*®, Nuestros hallazgos se unen a la creciente
linea de evidencia que relaciona la enfermedad meningocécica con la degeneracion
macular. Sin embargo, los mecanismos por los que los genes de las regiones ABCA4
y CFH estan asociados con la DMS y la enfermedad meningocécica son audn
desconocidos, puesto que las proteinas que codifican no tienen interacciones
funcionales conocidas. Cabe destacar que estudios GWAS a larga escala en DMS no
detectaron evidencia de asociacion que sobrepasase P-valor < 10”° en ABCA4°*°. Una
explicacion podria ser que son mutaciones realmente infrecuentes en ABCA4, y no
variantes comunes, las que estan asociadas con riesgo incrementado de DMS, tal y

como fue previamente mostrado®™*.

Debido a esta diferencia en la arquitectura
genética, fuimos incapaces de presentar una clara comparacion de los alelos de
susceptibilidad de ABCA4 y la direccién de efecto de asociacién (OR) para DMS vy
enfermedad meningocécica. Futuros trabajos deben ahora resecuenciar ABCA4 en las
muestras de enfermedad meningococica para evaluar si las mutaciones dafinas e
infrecuentes son causa de enfermedad meningocdcica, tal y como fue recientemente
mostrado en MTNRB1 para la diabetes tipo 2%°°.

Nuestros datos permiten considerar a N. meningitidis como un agente
potencialmente desencadenante de la enfermedad de Stargardt o de la DMS en
pacientes susceptibles. Existen evidencias indirectas como las de la participacion de
un agente infeccioso (Chlamydia pneumoniae) en la patogénesis de la DMS y modelos
murinos. C. pneumoniae ha sido encontrada en membranas neovasculares de
pacientes con DMS®® y se han relacionado los anticuerpos séricos anti-C.
pneumoniae con un riesgo incrementado para la progresién de la DMS?’.

Sin embargo, no se encontraron asociaciones consistentes entre la infeccion por
Chlamydia, el genotipo CFH y la DMS*®** Tanto C. pneumoniae como N.
meningitidis son potentes activadores de la via alternativa del complemento y de la
sobre-activacion del complemento, que son clave en la patogénesis de la DMS.
Todavia no esta claro si esta interaccion es sinérgica o aditiva.

Como ambas bacterias son activadoras de la via alternativa del complemento®®,
es posible que una vez estimulada esta via, se desencadene su accién en pacientes
con la variante de riesgo CFH, llevando a la patogénesis de la DMS. Considerando su
capacidad de estimular la via alternativa del complemento, nuestra hipotesis es que la

N. meningitis nasofaringea -o eventualmente ocular- portadora, puede que induzca

157



Tesis doctoral: Nazareth Martinén Torres Discusion

una inflamacién de bajo grado capaz de desencadenar la patogénesis de la DMS en
pacientes susceptibles.

De forma notable, en contraste con la hipétesis de C. pneumoniae, tanto la
infeccion por N. meningitidis como la DMS comparten vias genéticas comunes de
enfermedad. Son necesarios mas estudios para contribuir a determinar si existe
conexion entre el estado de portador o la infeccién por N. meningitidis y la patogénesis
de la DMS.

Otra evidencia sobre los mecanismos comunes entre enfermedad
meningocdcica y DMS procede de la observacién de que los fumadores, tanto activos
como pasivos, estan relacionados con ambas entidades®®' 2%,

Ademas, ha sido demostrado en ratones que en la enfermedad de Stargardt
recesiva (ABCA4-/-) puede haber una disregulacién del complemento que lleve a una
inflamacién crénica de las células retininanas pigmentarias®®. Las variantes CFH se
ha visto que estan asociadas en gran medida con enfermedades autoinmunes e
inflamatorias como la nefropatia IgA®**, el sindrome hemolitico-urémico®®, y el lupus
eritematoso sistémico®®, todas ellas enfermedades en las que existe evidencia
epidemiolégica de un desencadenante infeccioso. Esta evidencia sefiala que la
enfermedad meningocécica, la DMS y la enfermedad de Stargardt comparten locus
comunes de susceptibilidad, y sugiere la existencia de una via comun en su patologia.

7.7. Acceso de Neisseria meningitidis al ojo

Mas alla de la potencial conexién anatémica entre la garganta y el ojo a través de la
fosa nasal, puede que haya otros mecanismos implicados. Ahora se sabe que la
colonizacion por especies Neisseria resulta en su localizacion intracelular®®’ facilitando
la propagacion de las bacterias desde la garganta a nuevos lugares de colonizacién y
la migracion a través del epitelio, un prerrequisito para la diseminacién y la
enfermedad invasiva. Un posible mecanismo para esto ha sido recientemente descrito,
y consiste en un proceso de desprendimiento regulado, basado principalmente en
modificaciones post-translacionales en los pili tipo 1V*%. Estas organelas filamentosas
permiten la formacion de agregados bacterianos asociados con las células huésped, y
a través de modificaciones post-traslacionales consistentes en la adicién de
fosfoglicerol a los pili, esta propiedad se pierde y algunas bacterias se separan de la

colonia®®. Este parece ser el proceso que explica la diseminacién sanguinea, pero
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puede que también esté implicado en la migracion cerebral o, eventualmente, en la

migracion de N. meningitidis de la garganta al ojo.

7.8. Enfermedad meningocdcica y otras asociaciones genéticas

Nuestro estudio no detectd otras asociaciones genéticas comunicadas previamente en
relacion con la enfermedad meningocécica®”®'°. Una posible explicacién podria estar
relacionada con la metodologia del GWAS, que puede que no fuese capaz de capturar
estas variantes reportadas previamente. Una segunda explicacion podria ser que
muchos de los estudios previos usaron tamanos muestrales mas pequenos que el
presente, lo que podria limitar su potencia estadistica para detectar verdaderas

asociaciones.

7.9. Limitaciones del estudio

Nuestro trabajo tiene una serie de limitaciones que debemos resenar.

Se trata de un trabajo multicéntrico en el que han colaborado hospitales con
atencién pediatrica de Reino Unido, Espana y el Oeste de Europa, lo que ha permitido
reunir la mayor cohorte de pacientes con enfermedad meningococica estudiada hasta
el momento a nivel internacional. No obstante esto implica la intervencién de diferentes
especialistas (personal técnico, médico, genetistas, bioinformaticos, matematicos, etc),
laboratorios de analisis y genotipado. La falta de unificacién en la metodologia
aplicada, podria anadir "ruido" o factores de confusibn a nuestros resultados.
Debemos tener presente que las técnicas de genotipado y los procesos de manejo de
datos no estan exentos de posibles errores. El genotipado erroneo de un SNP por
parte de un laboratorio podria generar una asociacion estadistica espuria'®®.

Por otra parte, la estratificacion poblacional es probablemente uno de los
principales problemas a los que se enfrentan los estudios de asociacion. Si los casos y
controles no pertenecen al mismo grupo poblacional, sus caracteristicas genéticas son
diferentes y puede que lleven a falsas asociaciones con la enfermedad a estudio. Aun
cuando los casos y controles proceden tedricamente del mismo grupo poblacional,
como en nuestro caso, es dificil conseguir que esa poblacién escogida sea
genéticamente "homogénea". Existen herramientas bioinformaticas y estadisticas que
tratan de detectar este problema a posteriori, como el andlisis de componentes
principales, aplicado en ambas fases de nuestro estudio. Este andlisis trata de
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identificar perfiles genéticos diferentes a los esperados de acuerdo al grupo
poblacional al que supuestamente pertenecen (population outliers). En este sentido la
cohorte procedente de Espafia mostré un ligero grado de estratificacion poblacional
(Figura 26). Por otra parte, en la cohorte de replicacién del Oeste de Europa, al no
poseer ADN suficiente para el genotipado de sus controles, no fue posible corregir
formalmente la estratificacion de poblaciones. No obstante, estratificamos el andlisis
de asociacién por paises y nos encontramos con OR homogéneas y constantes en
todos los lugares de forma individual (Tabla 20), lo que sugeria que los hallazgos de la
replicacién eran solidos, y no debidos a estratificacion de poblaciones.

Asimismo la epidemiologia de la enfermedad meningocécica es dinamica e
impredecible. El reclutamiento de casos y controles en diferentes paises y en distintos
anos, hace que la proporcion de cepas infecciosas difieran en las tres cohortes de
estudio en ambas fases. Por ejemplo, la introduccién de la vacunacion frente al
serogrupo C condicion6 importantes cambios en los cepas predominantes en los
paises implicados. En este sentido la cohorte de Reino Unido fue reclutada antes de la
introduccién de esta vacunacion sistematica, y sin embargo la cohorte espafiola ya se
encontraba bajo su influencia, lo que hace que la proporcion de serogrupos
predominantes en una y otra sean muy diferentes. Cabe destacar, sin embargo, que a
pesar de estas diferencias, las tres cohortes han mostrado una asociacién consistente
con la region CFH, sugiriendo que esta asociacion es independiente de la cepa causal.

Hasta la fecha aun no hemos realizado estudios funcionales que puedan ayudar
a entender los hallazgos del presente proyecto, y son pocos los estudios publicados en
relacion con la expresion de CFH®*#°. Esto parece ser especialmente importante con
respecto al gen ABCA4 y a la conexion que pudiera existir entre N. meningitidis y la
retina: la bacteria como desencadenante o acelerador de DMS en sujetos
susceptibles, y/o la macula como puerta de entrada para la infeccion con poca
resistencia a la activacion del complemento. En esta linea cabe mencionar los estudios
relacionados con los analisis de expresién, que hoy en dia se pueden abordar usando
técnicas de secuenciacién de Ultima generacion, conocidas como next generation
sequencing o NGS?'?"2 'y en el contexto de los estudios de expresién, como RNAseq.
Actualmente el grupo ha iniciado ya estudios de expresion en esta direccion.
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7.10. Perspectivas futuras

Nuestro trabajo de investigacién ha logrado un avance importante en el conocimiento
de la enfermedad meningocdcica describiendo las bases genéticas de la
susceptibilidad a presentarla. Sin embargo éste es sélo el principio; es necesario
profundizar en los aspectos funcionales de estos hallazgos y tratar de trasladarlos a la
esfera clinica, de manera que puedan condicionar la prevencién, el tratamiento o el
pronédstico de estos pacientes. Dicho de otro modo, éste ha sido el punto de partida de
futuras investigaciones que ayudaran a entender la compleja interaccion entre la
bacteria, el medioambiente y el huésped, inicialmente centrado en la enfermedad
meningocdcica, pero seguramente extrapolable a otros modelos de enfermedad
bacteriana grave. Es indudable que la adicion de estudios mas funcionales al proyecto
(pathways, protedmica, ARNm, e interaccion génica) podria revolucionar aun mas el
conocimiento de la patogenia y la fisiopatologia de la enfermedad meningocdcica,
ademas de complementar los aspectos gendmicos de la investigacion, con la
identificacion de nuevas dianas terapéuticas y preventivas.

Dentro del grupo de investigacion, y también en colaboraciéon con otros grupos
de los consorcios internacionales (ESIGEM, EUCLIDS), se estan desarrollando ya
varias lineas de investigacién que dan continuidad al presente proyecto. Por un lado,
se estan desarrollando estudios basados en la tecnologia NGS (Next Generation
Sequencing) para caracterizar fenotipos extremos en la enfermedad meningocodcica,
asi como también en otras entidades patoldgicas. Dentro de los proyectos de
secuenciacion de ADN, también se esté llevando a cabo la caracterizacion fina de los
genes implicados en la enfermedad meningocécica. Por ejemplo, el estudio del gen
ABCA4 es particularmente importante, no sélo en pacientes con enfermedad
meningocédcica sino también en el estudio comparativo con otras patologias del ojo, en
donde este gen parece jugar un papel fundamental (degeneracion macular senil,
enfermedad de Stargard, etc).

Se estén desarrollando también lineas encaminadas al conocimiento de los
patrones de expresion usando tecnologia de ultra-secuenciacién, en concreto
RNAseq. La secuenciacién masiva de RNA es hoy en dia una de las herramientas
mas valiosas para la evaluacién funcional de las enfermedades complejas. Asi, la
tecnologia NGS de secuenciacién del transcriptoma esta actualmente sustituyendo a
la de microarrays como método de eleccion para cuantificar y perfilar los niveles de
expresion génica. Ademas RNAseq permite también detectar variantes de splicing
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alternativo, transcriptos raros y precursores de miRNA. Es probable que este tipo de
aproximacion permita clasificar a los pacientes en relaciéon a su clinica, asi como un
mejor diagndstico y un tratamiento individualizado.

A pesar de que existen ya algunas herramientas y técnicas bioinformaticas y
estadisticas para el tratamiento de los datos (pre-procesamiento, alineamiento, analisis
cuantitativo, expresion diferencial, etc) es necesario hacer un esfuerzo importante en
el grupo en relacién al desarrollo de nuevas aproximaciones metodoldgicas vy
analiticas que permitan resolver las multiples cuestiones que se van planteando en
relacion al estudio de la enfermedad meningocécica y el proyecto concreto que se esta
desarrollando.

Metodologia de trabajo prevista: Consorcio EUCLIDS

A finales de 2011 a este consorcio internacional se le unieron otras instituciones y
empresas con el fin de desarrollar un proyecto aunador denominado EUCLIDS
(European Childhood Life Threatening Diseases Study), proyecto a 5 afos con el
objetivo de estudiar las bases genéticas de la enfermedad bacteriana grave en el nifo
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Creemos que estas conexiones sinérgicas son las que posibilitan el avance de la
ciencia en el conocimiento de enfermedades como la enfermedad meningocécica
invasiva. Permiten reclutar mayores cohortes de pacientes que se ajusten a los
criterios de inclusién, posibilitando la replicacion de los hallazgos de cada estudio en
poblaciones independientes, lo que contribuye a consolidar la validez de los
resultados.

La misién de este consorcio es explicar desde una perspectiva genémica con
estudios a gran escala, qué genes y qué caminos biologicos determinan la
susceptibilidad y gravedad en enfermedades infecciosas bacterianas amenazantes
para la vida en la infancia. Para ello, se utilizar& como prototipo, cémo no, la
enfermedad meningococica. Aplicaremos esta misma estrategia a la enfermedad por
neumococo, estafilococo, streptocococo y salmonella, responsables junto con el

meningococo, de una de cada cuatro muertes infantiles.
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1. Existen factores genéticos que condicionan la mayor o menor susceptibilidad a

la enfermedad meningocdcica invasiva.

2. La region del factor H del complemento (CFH) y la proteina 3 relacionada con el
factor H del complemento (CFHR3) son los locus que han demostrado la mayor
evidencia de asociacion con la enfermedad meningocdcica. Los SNPs
rs1065489 (en CFH) y rs426736 (en CFHR3) se comportan como factores
protectores. CFH es un factor que regula la via alternativa del complemento; N.
meningitidis se une a él a través de su proteina de union al factor H del
complemento (fHbp) y consigue evadir la respuesta inmunolégica innata del
huésped. CFHR3 es otro factor regulador del complemento, que comparte
homologia con CFHy parece competir con él en su union al fHbp.

3. La asociacion entre CFH y la enfermedad meningococica ha sido corroborada
de forma contundente en tres cohortes independientes de casos y controles asi
como en un metaanalisis conjunto de las tres poblaciones, tanto en la primera
como en la segunda fase del estudio, lo que permite consolidar la validez de
nuestros hallazgos.

4. El polimorfismo rs1065489, localizado en la regién CFH, podria ayudar a
explicar la elevada incidencia de enfermedad meningocécica en el “cinturén de
la meningitis” africano. Asi por ejemplo, en la poblacion Yoruba (lbadan,
Nigeria) analizada dentro del proyecto gendmico internacional Hapmap, este
polimorfismo presenta la frecuencia mas baja, y en general se observa una
relacion inversa entre la frecuencia del alelo minoritario de este marcador y la

incidencia de enfermedad meningocdcica.

5. La implicacién de CFH en la susceptibilidad a la enfermedad meningocdcica
puede contribuir a explicar la idoneidad de las nuevas vacunas frente a
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meningococo B, que contienen en su composicion la proteina de union al factor

H del complemento (fHbp).

Después de la region CFH, el locus ABCA4 es el que ha demostrado mayor
evidencia de asociacion con la enfermedad meningococica de forma
independiente en las tres cohortes estudiadas y en el metaanalisis conjunto. El
SNP rs544830 (en ABCA4) se comporta como factor de predisposicion. ABCA4
se expresa predominantemente en la retina, pero también en el cerebro y los
plexos coroideos, pudiendo estar involucrada en la funcion de la barrera
hematoencefélica.

La asociaciéon encontrada entre los genes CFH y ABCA4 y la susceptibilidad a
la enfermedad meningocécica, plantea un nexo genético comun entre dos
enfermedades hasta ahora no relacionadas, como son la enfermedad
meningocdcica y la degeneracion macular senil. N. meningitidis puede que
actue como desencadenante o factor acelerador de degeneracion macular en
estos pacientes susceptibles. De forma alternativa, puede que la macula sea un
lugar anatémico particularmente vulnerable con minima resistencia a la
activacion del complemento en pacientes con esta condicién genética,

permitiendo una relacion peculiar con Neisseria.
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ANEXO I: La red ESIGEM

A. La red ESIGEM

La red ESIGEM (Estudio Sobre la Influencia de la Genética de la Enfermedad

Meningocdécica, www.esigem.org), es una red de investigacién nacional coordinada

desde el Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela, que se puso en

marcha en 2005 con la finalidad de avanzar en el conocimiento de la enfermedad

meningocécica, especialmente en sus aspectos genéticos. Esta constituida por mas de

40 centros distribuidos por toda la peninsula y mas de 90

investigadores

colaboradores (Ver relacion de centros e investigadores colaboradores mas adelante).

Se trata de una red multidisciplinar constituida fundamentalmente por pediatras y

genetistas, pero que también dispone de microbiélogos, bioinformaticos, bioestadistas

y bidlogos, entre otros. Cuenta con la colaboracién del Laboratorio de Genética del

Instituto de Medicina Legal de la Universidad de Santiago, la Fundacién Galega
Medicina Gendmica y el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN; Santiago

Compostela).
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Investigador colaborador

01 Hospital Clinico Universitario (Santiago)

02  Hospital Universitario de Salamanca

03 Hospital da Costa de Burela (Lugo)
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05 Hospital Parc Pauli de Sabadell

06 Hospital Donosita de San Sebastian

07  Hospital Ramén y Cajal de Madrid

08 Hospital Virgen de la Salud de Toledo

09 Hospital Virgen de las Nieves de Granada
10 Hospital Joan XXill de Tamagona

i Hospital Universitario Central de Asturias
2 Hospital General Universitario de Alicante
3 Hospital Torrecdrdenas de Aimeria

14 Complejo Hospitalario Universitario de Vigo

15 Complejo Hospitalario de Jaén

16  Hospital Infantil “La Fe" de Valencia
17 Hospital Marqués de Valdecilla de Santander
8 Hospital “Nifio Jesus” de Madrid

19 Hospital Juan Canalejo de La Corufia

20  Hospital Gregorio-Mararion de Madrid

Dra. Nazareth Martinén Torres

Dra. Natalia Garcia

Dra. Fernanda Pardo Sdnchez

Dr. Jose Manuel Sénchez Granados
Dra. Olga Serrano Ayestarén

Dr. Manvel Silveira Cancela
Dr.Jose Luis Garcia Rodriguez

Dra. Susana Maria Rey Garcia

Dr. Valenti Pineda Solas

Dra. Teresa Gili

Dra. Cristina Calvo Monge

Dr. Cesar Pérez-Caballero Macamé
Dr. Jose Antonio Alonso Martin

Dr. David Arjona Villanueba

Dra. Pilar Azeén Gonzdlez de Aguil¢
Dr. Xavier Allje Martinez
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Dr.Roberfo Reig Saenz
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Dr. Francisco Giménez Sénchez
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Dr. Manvel Ortiz Pallares

Dr. Jesys de la Cruz Moreno
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Dra Carmen Santiago Gutierrez
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Dr. Juan Casado Flores
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23
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Fig. Relacion de centros e investigadores colaboradores de la red ESIGEM.
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B. Web del estudio genético de la enfermedad meningocodcica (www.esigem.org)

para la cohorte de ESIGEM-Espana

E ’ I G E m english version wversion en castellano

INICIO PROYECTO CENTROS FINANCIACION ESIGEM PRODUCCION CONTACTO

Estudio Sobre la Influencia
Genética en la
Enfermedad Meningococica

= acceso investigador

© 2009 PROTOCOLD ESIGEM, todos los derechos reservados. favoritos

Complexs Hospitalario ]
Universitrio de = ) NOVARTIS

Santiago de Compostels f“—'_-;'; VACCINES

E ’ I G E m english version wversion en castellano

PROYECTO CENTROS FINANCIACION ESIGEM PRODUCCION CONTACTO

Aprobacion ética: Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia (resolucidgn n?2005/295)
Acreditacion: Sociedad Espafiola de Cuidados Intensivos Pedidtricos de |la Asociacion Espafiola de Pediatria
(2/11/2005)
Tipo de Estudio: Ambispectivo multicéntrico
Objetivos: Evaluar la influencia genética en la Enfermedad Meningocécica:

- Correlacionar patrones genéticos y pronasticos
- Correlacionar patrones genéticos y clinicos

Autores protocolo Dr. Federico Martindn-Torres
Dra. Sonia Marcos Alonso

Investigadores Dr. Angel Carracedo Alvarez
principales Dra. Sonia Marcos Alonso
Dr. Federico Martindn-Torres
Dr. Jose Maria Martindn Sanchez
Dr. Antonio Salas Ellacuriaga
Dra. Ana Paula Vega Gliemmao

Coordinador de ESIGEM  Federico Martinon-Taorres

© 2009 PROTOCOLO ESIGEM, todos los derechos reservados. favoritos
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E ‘ I G E m english version | n en castellano

INICIO PROYECTO CENTROS FINANCIACION ESIGEM PRODUCCION CONTACTO

El estudio serd coordinado desde el centro investigador principal (Hospital Clinico Universitario de Santiago) por el
equipo Investigador Principal.
El reclutamiento de pacientes se realizara a través de los siguientes centros:

= Hospital Clinico Universitario [ Santizgo) = Hospital Carlos Haya [Malaga)
= Hospital Universitario de Salamanca » Hospital de Cruces (Vizcaya)
» Hospital da Costa de Burela (Lugo) = Hospital Xeral-Calde (Lugo)
= Complejo Hospitzlario Cristal-Pifior (Curense} » Hospital Reina Sofia (Cordoba)
= Hospital Parc Pauli de Ssbadell = Hospital "Virgen del Rocio"{ Sevillz)
+ Hospital onosita de San Sebastian = Haospital Universitario de Albacete
» Hospital Raman y Cajal de Madrid = Hospital Clinico Universitario de Valencia
= Hospital Virgen de la Salud de Toled « Hospital Puerta del Mar [Cadiz}
» Hospital Virgen de las Nieves de Granada » Hospital Virgen del Camino (Navarra)}
= Hospital Joan XXIII de Tarragona = Hospital Infantil "La Paz" (Madrid)
« Hospital Universitario Central de Asturias « Hospital San Juan de Dios (Barcelana)
= Hospital General Universitario de Alicante = Hospital Virgen de La Arrixaxa {Murcia}
+ Hospital Torrecardenas de Almeria = Hospital Universitario 12 de Octubre {Madrid}
= Complejo Hospitalario Universitario de Vigo » Hospital Rey Don Jaime (Castellan)
» Complejo Hospitalario de Jaén = Hospital San Cecilio {Granada)
» Hospital San Juan de Dios (Barcelona) » Hospital de Monforte (Luga)
= Hospital Infantil "La Fe" de Valencia = Hospital Josep Trueta [Girona)
+ Hospital Marqués de Vzldecilla de Santander = Hospital Virken da Xunqueira [Cee)
» Hospital "Nifio Jesds" de Madrid = Hospital 9 de Octubre {Valencia)
= Hospital Juan Canalejo de La Corufia = Hospital de Sant Pau (Barcelona)
= Hospital Gregorio-Marafion de Madrid = Hospital Son Dureta (Palma de Mallorca)
= Hospital Vall d'Hebron {Barcelona) = Hospital Arquitecto Marcide (Ferral)
© 2009 PROTOCOLD ESIGEM, todos los derechos reservados. favoritos

Complex italarh — i
vneiote . = ) NOVARTIS ” % @ @5
Santiago de Compostela  f—=22" WACKINES e
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C. Protocolo de recogida de datos en la cohorte de casos de ESIGEM-Espafia.

& Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
] niversitario de . .
Al Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Instrucciones de cumplimentacion y envio del formulario:

- Por favor rellene con la maxima precision el cuestionario en TODOS sus apartados.

- Utilice los menus desplegables, y consulte los apéndices cuando sea necesario.

- Una vez cumplimentado el protocolo guarde el archivo con el hombre “cddigo de su centro--
numero paciente-primer apellido paciente-segundo apellido paciente” (ejemplo: 001-003-
Perez-Sanchez)

- Una vez completado, enviar a la direccion federicomartinon@telefonica.net o

fedemartinon@movistar.com. Gracias.

Codigo del hospital:

Protocolo n°:

Prospectivo o Retrospectivo:
N° de historia del paciente:

Nombre médico que cumplimenta protocolo:

Datos generales y de filiacién genética del paciente:

Sexo: --

Hospital Psiquiatico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Raza/Etnia/Grupo poblacional:-------------------—- Nivel socioecondémico:-------
Fecha de Nacimiento (dd/mm/aaaa):

Edad (afios y meses):

Localidad origen: Provincia:

Localidad (probable) de contagio: Provincia:

Diagnoéstico(*ver apéndice pag 6 a 9):----------------------—-

Grado de seguridad diagnéstica (*ver apéndice pag. 6 a 9): --------—------—-
Localidad (Provincia) de nacimiento nifio:

Localidad (Provincia) de nacimiento padre:

Localidad (Provincia) de nacimiento madre:

Hospital de Conxo-R/Ramdén Baltar, sin-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago

Localidad (Provincia) de nacimiento abuelo paterno:

Localidad (Provincia) de nacimiento abuela paterna:

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 881 950 000-Fax 881 950 454-CIF.: Q1500259E - Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 881 856 000-15706 Santiago -

Localidad (Provincia) de nacimiento abuelo materno:
Localidad (Provincia) de nacimiento abuela materna:
Fecha ingreso en hospital (dd/mm/aaaa):

Tiempo de evolucidon desde inicio cuadro hasta el ingreso (horas):

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 1 de 15 |}E::| SERGAS
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Hospital Psiquitrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 800-Fax 981 951 801-15706 Santiago

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259E - Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel 881 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, s/n-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago _

Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM

(gp] Universitario de

Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Tiempo de evolucion desde la aparicidn de las primeras lesiones cuténeas hasta el
ingreso (horas):
Ingresé en UCIP: []Si [ No
Duracidn estancia en UCIP (dias) [especificar decimales, especialmente en el caso de
estancias menores de 24 horas, ejemplo 18 horas=0,75 dias]
Duracién estancia hospitalaria total (dias): [especificar decimales, especialmente en
el caso de estancias menores de 24 horas, ejemplo 12 horas=0,5]
Fecha de [] Alta / [] Exitus: (formato dd/mm/aa)

Si procede - especificar causa del exitus (especificar):

Estado al alta UCIP: --——- Estado al alta hospital ----

Estado a los 30 dias ---- Estado a los 90 dias ----

Antecedentes del paciente

Familiares en 1° o 2° grado con:
+ Enfermedad meningocdcica --
¢ Meningitis --
+ Inmunodeficiencia congénita o adquirida -- (especificar si procede):
¢ Enfermedad hereditaria: -- (especificar si procede)
¢ Otros (especificar):
Antecedentes personales de:
¢ Meningitis bacteriana --
¢ Otras infecciones graves que requiriesen ingreso --
¢ Inmunodeficiencia congénita o adquirida: -- (especificar si procede):
+ Tratamiento con inmunosupresores: -- (especificar si procede):
¢Vacunado frente a meningococo? --
Recibid tratamiento antibidtico previo al ingreso:--

» Sj procede especificar cual y durante cuantos dias

Datos microbiolégicos

Visualizacién de diplococo gram negativo (meningococo): ---------

Pruebas rdpidas - deteccion de antigenos polisacaridos de meningococo:

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag.2 de 15 DE:] SERGAS
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o Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
- niversitario de . .
all Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Aislamiento de Neisseria Meningitidis en:[se pueden sefialar varios]:
[INo aislado [] Sangre, [_LCR, [|Petequias,[ lotro (Especificar)
Serogrupo aislado: -- Serotipo aislado: Serosubtipo:

MIC (concentracién minima inhibitoria) penicilina: MIC cefotaxima:

Serologia de N meningitidis: ------------------

Diagnosticos [Ver anexo para definiciones — pags 6 a 9]

Diagnostico clinico: ------ Meningitis meningococica: ---
Disfuncién cardiovascular: -- Disfuncién neuroldgica --
Oligoanuria --: Disfuncién renal --

Disfuncién respiratoria -- Lesion pulmonar aguda --
SDRA -- Disfuncién hematoldgica --
Coagulacion intravascular diseminada -- Disfuncién hepatica --

Otros (gastrointestinal, cardiolégico, especificar):

Datos clinicos:

Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 881 851 800-Fax 981 851 801-15706 Santiago

Purpura -- : Lesion predominante: --------
- Extension (Porcentaje de superficie corporal afectada por alguna lesion
petequial/equimética/hemorragica):
Compromiso vascular distal -- Especificar a continuacion:

- Localizacion (Sefalar la/s que correspondan):

= MSD --, gravedad(*): .., nivel [**]:
= MSI --, gravedad(*): .., hivel [**]:
= MID --, gravedad(*): .., Nivel [**]:
= MII --,gravedad(*): .., nivel [**]:

. *¥Gravedad de 1 a 10: (impresion clinica graduada de 1-leve a 10-necrosis posiblemente irreversible)

. **%Njvel: limite de extension maxima compromiso vascular distal (dedos, mano, mufieca, antebrazo, brazo)

Hospital de Conxo-R/Ramon Ballar, sin-Tel. 381 851 000-Fax 881 531 255-15706 Santiago

Hipotensidén refractaria durante las dos primeras horas: --
Puntuacién en la escala de coma de Glasgow (ver apéndice pags 11y 12):

- Al ingreso:

Direccion Postal: Hospital Glinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15708 Santiage-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF : Q1500259E - Hospital Gil Casares- travesia Choupana, sin-Tel. 981 956 000-15706 Santiago —

- Peor registrado (a las horas):
PRISM (Pediatric Risk of Mortality score) * calcular con los peores valores registrados

en las primeras 24 horas o hasta que el paciente fallece si lo hace antes de 24 horas:

*(ver apéndice pag 13 o calcular online en: http://www.sfar.org/scores2/prism2.html)

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag.3 de 15 DE:] SERGAS
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N Domplexs Haspitalario Protocolo ESIGEM
- niversitario de R .
oAl Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos

Puntuacion en el score Castellanos/MSSS ~ calcular con los peores valores registrados
en las primeras 2 horas del ingreso en UCIP: *(ver apéndice pag. 14 o calcular

online en: http://www.sfar.org/scores2/msss2.html)

Datos analiticos (peores registrados en las primeras 24 horas de ingreso):

Datos sobre el tratamiento

Expansores plasmaticos en las primeras 2 horas --

Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 25515706 Santiago

g NO° total de leucocitos (cel/mm?3): Porcentaje de cayados (%):
§ NO total de plaquetas: pH
;% pCO, (mmHg) Exceso de bases (mmol/L):
E% Bicarbonato (mmol/L) Lactico sérico (mg/dl):
f Pa0> arcerial /FiOs: Potasio (meq/I):
Z; Calcio (mg/dl): Glucosa (mg/dl):
38 Troponina (ng/ml): CK (U/L):
g% CK-MB (U/L): Creatinina (mg/dl):
E; Urea (mg/dl): Fibrinégeno (mg/dl):
g% Tiempo de protrombina (TP o Quick) (en segundos): (en %): INR:
Z; Tiempo de tromboplastina (TTP) (en segundos): (en %):
é% Productos de degradacion de fibrinogeno (PDF) (microgr/ml):
2 ‘ Dimero D (nanogr/ml): Antitrombina III (%):
§ Proteina C (%) (si disponible): Proteina S (%) (si disponible):
g Procalcitonina (ng/ml): Proteina C reactiva:
% VSG 12 hora (mm): Analisis LCR (n© celulas):
e Cortisol: ACTH:
%
i Aminas -- :

9 + Noradrenalina -- dosis maxima (microgr/kg/min)

§ + Dopamina -- dosis maxima (microgr/kg/min)

% e Dobutamina -- dosis maxima (microgr/kg/min)

£ e Adrenalina -- dosis maxima (microgr/kg/min)

¢ Fenilefrina -- dosis maxima (microgr/kg/min)

¢ Milrinona -- dosis maxima (microgr/kg/min)

Duracioén total en dias de tratamiento vasopresor:

Protacolo ESIGEM 04R8 Pag. 4 de 15 DE:] SERGAS
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N Complexo Hospitalario Protocolo ESIGEM
(GRo)  Universitario de X .
il Santiago de Compostela Formulario Recogida Datos
Derivados sanguineos:[se puede sefialar mas de uno]:
[] plasma fresco [_] concentrado hematies [lconcentrado plaquetas
[] inmunglobulina inespecifica [ otros (especificar)

Antibidticos [se puede sefialar mas de uno]
[Jeefotaxima [ Jceftriaxona [ lvancomicina [teicoplanina
[Imeropenem [ Jotros (especificar):

Soporte respiratorio
[INO [] oxigenoterapia [ ] VNI [] intubacién y ventilacién asistida

Si estuvo intubado, duracion de la intubacidén (dias):

\a, sin-Tel. 981 956 000-15706 Santiago —

Hospital Psiquiatnico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 500-Fax 981 951 901-15708 Santiago

Corticoides:-- Terlipresina -- RTPA: --

Anticoagulantes naturales [se puede sefhalar mas de uno]

[ ] Proteina C [ JProteina C activada  [] antitrombina III [ Jotros
Hemofiltracion -- — Duracion (dias)
Plasmafiltracién -- N ciclos: volumen total de plasma intercambiado
(litros):

Otros tratamientos (especificar):

Datos evolucidn / pronéstico:

Escala prondstica Glasgow (Ver apéndice pag 15):
Al alta: A los 3 meses: A los 6 meses:

Escala de rendimiento global (POPC) (Ver apéndice pag 15):

sin -15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 881 050 454-CIF.: Q1500259E — Hospital Gil Casares- travesia Choupan:

Al alta: A los 3 meses: A los 6 meses:
Precisd o precisara injertos cuténeos -- — especificar % superficie corporal:
Presenta amputaciones -- - Especificar localizacidon y nivel de amputacién (ejemplo:

MSD: 2 falanges terminales, 1 falange proximal; MII pierna tercio distal...
¢ MSD --, especificar:

e MSI --, especificar:

Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 951 D00-Fax 981 531 255-15708 Santiago

e MID --, especificar:

e MII --, especificar:

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana,

Observaciones, Comentarios y Sugerencias:

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag.5 de 15 DE:j SERGAS
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Hospital Psiquiatico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/in -15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259€ - Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 981 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, s/n-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 255-157 06 Santiago _

o Domplexs Hospitalario Protocolo ESIGEM

- niversitario de i

oall Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos
ANEXOS

Definiciones de SIRS/sepsis/shock(*):
(*)Goldstein et al. Pediatr Crit Care Med 2005;6:2-8

- Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS): Al menos
cumplird 2 de los siguientes cuatro criterios, y uno de los cuales debe ser
necesariamente el 19 o el 2°

1. Temperatura central >38,5°C 0 < 36°C

2. Leucocitosis, leucopenia, o desviacion izquierda para la edad (en
general >12.000/mm?, <4000 mm? o >10%, respectivamente)

3. Taquicardia: frecuencia cardiaca dos desviaciones estandar por
encima de lo normal para la edad en ausencia de estimulos externos,
drogas o estimulos dolorosos, frecuencia persistentemente elevada
entre 3 minutos y 4 horas, y no explicable de otra manera; o en
ninos de menos de 1 afo bradicardia (frecuencia por debajo del
percentil 10 para la edad en ausencia de drogas o estimulos vagales,
o enfermedad cardiaca congénita) o disminucién persistente al menos
30 minutos no explicable de otro modo.

4, Frecuencia respiratoria 2 desviaciones estéandar por encima de la
correspondiente a la edad, o ventilacidn mecanica por un proceso
agudo no relacionado con la enfermedad neuromuscular subyacente
o la realizacion de anestesia general.

- Sospecha de infeccion: Sindrome clinico altamente sugestivo de
infeccion por los hallazgos en el examen clinico y/o las pruebas
complementarias

- Petequias y/o purpura con inestabilidad hemodinamica
- Fiebre, tos, hipoxemia, leucocitosis e infiltrados pulmonares
- Abdomen distendido timpanico, fiebre y leucocitosis, perforacion

intestinal

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag.6 de 15 DE:] SERGAS
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<y Complexs Hospitalario Protocolo ESIGEM
. niversitario de i
2l Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

- Infeccién confirmada o probada: Aislamiento, Visualizacion o PCR
positiva del germen responsable

- Sepsis: SIRS en presencia de o como resultado de una infeccidon
sospechada o confirmada.

- Sepsis severa o0 grave: Sepsis mas la presencia de disfuncidon
cardiovascular, o sindrome de distrés respiratorio agudo, o dos o mas
disfunciones de otros drganos (hepatico, hematologico, renal, neuroldgico o
respiratorio).

- Shock séptico: Sepsis y disfuncién cardiovascular.

- Disfuncién cardiovascular: Presencia de uno de los siguientes criterios a
pesar de la expansion isotonica de la volemia con al menos 40 ml/kg en 1
hora

- Hipotension (tension arterial sistdlica por debajo del percentil 5 o
por debajo de dos desviaciones estandar para la edad)
- Necesidad de drogas vasoactivas para mantener la tensién arterial

en el rango normal (dopamina >5 micrgr/kg min, o dobutamina,

Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

adrenalina o noradrenalina a cualquier dosis)
- Dos criterios de los 5 siguientes:
= EXxceso de bases < -5 mmol/I
= Lactato arterial > 36 mg/dl o 2 mmol/I
= Oliguria (< 1ml/kg/hora)
= Relleno capilar alargado (> 5 segundos)
= Temperatura diferencial central periférica > 3°C
- Disfuncién respiratoria:

- Pa0,/Fi0, < 300 en ausencia de enfermedad cardiaca ciandtica o

Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago

enfermedad pulmonar previa

- PaC0; > 65 mmHg o 20 mmHg por encima del basal

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, sin -15706 Santiago-Tel. 881 850 000-Fax 981 850 454-CIF.: Q1500259€ ~ Hospital Gil Casares- travesia Choupana, sin-Tel. 881 856 000-15706 Santiago -

- Necesidad de FiO, > 50% para mantener Sat0,>92%
- Necesidad no electiva de ventilacion mecanica invasiva o no

invasiva
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N Complexp Hospialario Protocolo ESIGEM
- niversitario de ;
o2l Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

- Disfuncion neurolégica: Puntaje en la escala de Glasgow < 11 o cambio
agudo en el puntaje de Glasgow > 3 puntos con respecto al puntaje basal.

- Disfuncién hematoldgica: Plaquetopenia (<80.000 plaguetas/mm® o
descenso del 50% con respecto al valor mas alto registrado en los tres dias
previos), o INR> 2.

- Disfuncion renal: Creatinina sérica mas de dos veces por encima del
limite normal para la edad, o incremento dos veces por encima del valor
basal

- Disfuncién hepatica: Bilirrubina total > 4 mg/dl, 6 GOT/ALT dos veces
por encima del limite normal para la edad.

- Lesion pulmonar aguda: PaO,/FiO, < 300, con infiltrados bilaterales, de
instauracion aguda y en ausencia de fracaso cardiaco izquierdo.

- Sindrome de distrés respiratorio agudo: PaO;/Fi0, < 200, con
infiltrados bilaterales, de instauracion aguda y en ausencia de fracaso

cardiaco izquierdo.

Hospital Psiquiatrico-PiMartin Herrera, 2-Tel. 881 951 800-Fax 981 851 901-15706 Santiago

- Hipotensién refractaria: Hipotension arterial sistolica (por debajo

percentil 5 o dos desviaciones estandar para la edad) que no se normaliza
en las primeras dos horas del ingreso en UCIP a pesar de un tratamiento

optimo con volumen (>40 ml/kg) y drogas vasoactivas.

Direccion Postal: Hospital Qlinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259E - Hospital Gi Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 981 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 851 000-Fax 881 531 255-15706 Santiago

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 8 de 15 DE:] SERGAS



Tesis doctoral: Nazareth Martinon Torres Anexo |
o Complex aspitalario Protocolo ESIGEM
= niversitario de .
oall Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Haspital Psiquistrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15708 Santiago

Direccion Postal: Hospital Qlinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 881 950 000-Fax 981 850 454-CIF.: Q1500259E — Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 881 856 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 255-15708 Santiago _

216

Definiciones Enfermedad Meningocoécica(*)
(*) CIE-9-MC036; CCDR 2005;31:31S1; CDC 2005

Meningitis Meningocécica: Cultivo positivo en LCR para Neisseria
meningitidis y/o mds de 20 leucocitos/mm?® en LCR y clinica compatible,

y/0 hallazgos compatibles en la autopsia

Menginococemia: Presencia de Neisseria Meningitidis en sangre.

Sospecha clinica de enfermedad Meningocécica: Rash purpurico y/o
petequial junto con meningitis y/o sepsis, y/o la ausencia de evidencias
alternativas que justificquen el cuadro clinico. También se considerara
cualquier cuadro clinicamente compatible en el que exista la evidencia de

un contacto estrecho con un caso confirmado en los 60 dias previos.

Caso probable de enfermedad Meningocdcica: Sospecha clinica de
enfermedad Meningocdcica junto con:
o El hallazgo de diplococos gram negativos en sitios normalmente
estériles o en aspirado/frotis de lesiones petequiales/purpuricas, ¢
o La presencia de antigenos de meningococo en sangre, LCR u orina.
o Hallazgos serologicos compatibles (titulos elevados de IgM, o
elevacién significativa de los titulos de IgM o Ig G frente a antigenos

de proteina de membrana externa de N. meningitidis)

Caso confirmado de enfermedad Meningocdcica: Aislamiento de
Neisseria meningitidis o presencia de ADN de meningococo (PCR) en un
sitio normalmente estéril (sangre, LCR,...)y/o en aspirado/frotis de lesiones

petequiales/purpuricas.
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Hospital Psiquidtrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 381 950 000-Fax 981 350 454-CIF.: Q1500259 - Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 981 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, s/n-Tel. 981 951 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago _

o Complexo Hospitalario
(om)  Universitario de
b4l Santiago de Compostela

ANEXOS Recogida Datos

Protocolo ESIGEM

Percentil 5 y 95 de constantes vitales segiin edad

(*)Goldstein et al. Pediatr Crit Care Med 2005;6:2-8

Taquicardia | Bradicardia | Taquipnea | Leucocitosis Tension

(Ipm) (Ipm) (rpm) Leucopenia arterial

(x10°/mm?) sistélica
1mes-1 ano >180 < 90 >34 >17.50 <5 <75
2-5 anos >140 - >22 >15.50 <6 <74
6-12 anos >130 === >18 >13.50<4.5 | <83
13-18 afos >110 === >14 >11 0 <4.5 <90

Protocolo ESIGEM 04R8
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s Complexs Hospitalario Protocolo ESIGEM
= niversitario de i
ol Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Escala de coma de Glasgow

ACTIVIDAD MEJOR
RESPUESTA

Apertura de Ojos:
Espontanea: ........ccceeveeeees
Al hablarle: ..........ccvvaeees
Al dolor: ...ceveeiiiieiiaeanes

= N W A

AUSENCIA: ..civieeceerrrrnennanaes

Verbal:
Orientado: .....ccccevivieiiinnnnas
Confuso: ...coveiceeeecrrccnnnneees

Palabras inadecuadas: ......

Haspital Psiquiatnico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 851 800-Fax 981 951 801-15706 Santiago

Sonidos inespecificos: .......

= N W B~ 0

Motora:
Obedece drdenes: .............
Localiza dolor: ..................
Retirada al dolor: ..............
Flexion al dolor: .......ccccuueees

Extensién anormal: ............

= N W~ 0o

AUSENCIa: \iiiernissninn s

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, sin -15706 Santiago-Tel. 881 950 000-Fax 981 850 454-CIF.: Q1500259E ~ Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 831 856 000-15706 Santiago —
Haspital de Conxo-R/Raman Baltar, sin-Tel. 881 951 000-Fax 981 531 25515706 Santiago _

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 11 de 15 |}|\:I:| SERGAS
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O o o ario Protocolo ESIGEM
- niversitario de .
A2l Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Escala de coma de Glasgow Modificada para Lactantes

ACTIVIDAD MEJOR
RESPUESTA

Apertura de Ojos:
Espontdnea: ...ccovvsinrnrnnrannanes
Al hablarle: .......ccciieiemiainnes
Al dolor: ...cecceiiiiiireianas

= N W A

F XU ET=Y o Lol 1 T

Verbal:
Balbuceo:! .......cccceiiiiininenaas
Irritable: ...c.cciiiiiiiirni e
Llanto al dolor: .......c.ccveeuiianes

Quejidos al dolor: ....cccevereannns

B N W & 0

Motora:
Movimientos espontaneos.....
Retirada al tocar: .................
Retirada al dolor: .................
Flexion anormal: ..........ccveue.

Extensién anormal: ..............

B N W A~ 01O

AUSENCIA: wceverrineerrrrnnnnrnrnnnes

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 981 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259E - Hospital Gil Casares- travesia Choupana, sin-Tel. 381 856 000-1 5706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, s/n-Tel. 881 951 000-Fax 981 531 255-157 06 Santiago _ Hospital Psiquiatico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 381 851 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 12 de 15 D‘\'::] SERGAS
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Anexo |

Hospital Psiquiatrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 981 850 D00-Fax 881 850 454-CIF : Q1500259E — Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/n-Tel. 981 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, sin-Tel. 981 851 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago

220
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Complexo Hospitalario

i
(onod  Universitario de

Santiago de Compostela

Protocolo ESIGEM

ANEXOS Recogida Datos

Pediatric Risk of Mortality Score (PRISM) *

*Puede calcularlo online en: http://www.sfar.org/scores2/prism2.html

< 1 afio TODOS > 1 afio| Puntaje

130-160 150-200 2

55-65 65-75 2

TAS (mm Hg) > 160 > 200 6

40-54 50-64 6

< 40 <50 7

TAD (mm Hg) > 110 6

Frecuencia cardiaca (Ipm) >0 > 150 4

< 90 < 80 4

Frecuencia respiratoria N >1-70 L

> 90 > 70 5

(rpm) Apnea Apnea 5

Pa0,/Fi0, 200-300 2

< 200 3

51-65 1

PaCO, (mmHg) > 65 5

Glasgow <8 6

Reaccion pupilar ar?i_socoria_/n'l_idriasis 4

fijas y midriaticas 10

TP/TPT > 1,5 veces/control 2

Bilirrubina total (mg/dl) > 3,5en > 1 mes 6

3-3,5 1

. 6,5-7,5 1

Potasio (mEq/l) <3 5

> 7,5 5

7-8 2

: 12-15 2

Calcio (mg/dl) <7 6

> 15 6

40-60 4

250-400 4

Glucosa (mg/dl) < 40 8

> 400 8

icarbonato (mEq/I) <16 3

Bicar > 32 3

Protocolo ESIGEM 04R8
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N [ e esp iario Protocolo ESIGEM
o niversitario de <
Al Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Score Castellanos - MSSS

(menigococcal septic shock score)*

*Utilizar los peores valores registrados en las primeras 2 horas del ingreso en UCIP. Puede

calcularlo online en: http://www.sfar.org/scores2/msss2.html

SI | NO

Hipotensioén refractaria”

Exceso de bases > 10 mmol/L

s/n-Tel. 981 956 000-15708 Santiago —

Hospital Psiquiatico-P/Martin Herrera, 2-Tel, 881 951 900-Fax 981 951 80115706 Santiago

Glasgow < 8

Leucocitos < 4000/mm?

NN
o] O] O] ©] ©

Tiempo de tromboplastina (TTP) >

150%
Cianosis 2 |0
Oliguria” il

Definiciones(*)

- Hipotension: Presencia de hipotension (TAS < 75 mmHg en niflos menores

de 4 afios, y < 85 mmHg en nifios mayors de 4 afios) en las primeras 2 horas
del ingreso a pesar de una resucitacion liquida adecuada (carga de liquido >

20 ml / kg) y tratamiento con dopamina o dobutamina > 5 pg/kg.min o con

sin-15706 Santiago-Tel. 881 950 000-Fax 981 950 454-CIF .. Q1500259E — Hospital Gil Casares- travesia Choupana,

adrenalina o noradrenalina > 0.1 pg/kg.min.

- Oliguria: diuresis < 1 mL/kg.h durante al menos una hora.

Interpretaciéon de la escala:
- Riesgo débil (< 3)
- Riesgo intermedio (4-5)

Hospital de Conxo-RiRamon Baltar, &n-Tel. 981 951 000-Fax 881 531 255-157 06 Santiago

- Riesgo alto (>6)

Direccion Postal: Hospital Qlinico Universitario-Travesia Choupana,

Protocolo ESIGEM 04R8 Pag. 14 de 15 q:_h SERGAS
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Hospital Psiquitrico-P/Martin Herrera, 2-Tel. 981 951 900-Fax 981 951 901-15706 Santiago

Direccion Postal: Hospital Clinico Universitario-Travesia Choupana, s/n -15706 Santiago-Tel. 881 950 000-Fax 981 950 454-CIF.: Q1500259E ~ Hospital Gil Casares- travesia Choupana, s/in-Tel. 881 956 000-15706 Santiago —
Hospital de Conxo-R/Ramén Baltar, s/n-Tel. 981 851 000-Fax 981 531 255-15706 Santiago _
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oy Domplexs Haspitalario Protocolo ESIGEM
= niversitario de .
ol Santiago de Compostela ANEXOS Recogida Datos

Escalas de valoraciéon prondstica

A/ Escala pronodstica Glasgow

Muerte

2 Estado vegetativo (incapaz de interaccionar con el entorno)
Discapacidad severa (entiende y obedece ordenes, pero es
dependiente)

4 Discapacidad moderada (el paciente es capaz de defenderse por si
mismo, pero no de reincorporarse a su vida normal previa (colegio,
trabajo...))

5 Discapacidad leve o no discapacidad (puede reintegrarse en su vida

normal, ir al colegio...)

B/ Escala de rendimiento global (POPC)

1. Actividad NORMAL para su edad.
2. Problemas fisicos MENORES (producen limitacion pero permiten

actividad dentro de la normalidad).

3. Condiciones fisicas o médicas que LIMITAN las actividades de la
vida diaria.
4, DEPENDIENTE de los demas.

COMA. Estado vegetativo

Protocolo ESIGEM 04R8 Pég. 15 de 15 q:_h SERGAS



Tesis doctoral: Nazareth Martinon Torres

Anexo |

D. Consentimiento informado para la cohorte de ESIGEM-Espana.

Consentimiento Informado Protocolo ESIGEM (2° fase] - www.esigem.org

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocdcica (E.S.I.G.E.M.)

Formulario de Consentimiento Informado (Original)

A. INFORMACION

Las infecciones por meningococos son enfermedades muy graves, con alto
riesgo de mortalidad o secuelas. Los estudios genéticos y funcionales pueden
ayudar a conocer mejor la enfermedad y podrian ayudar a prevenirlas y tratarlas.

Los estudios genéticos y funcionales pueden ser muy diversos. En este caso
nos referimos al analisis en el ADN, el ARN, las citoquinas y los mediadores
proteicos extraidos de una muestra de sangre y otra de saliva, de una serie de
genes y parametros que podrian estar relacionados con la respuesta a la infeccién
por meningococo. Estos analisis no pueden realizarse de otra manera y no suponen
riesgos adicionales para el paciente. Se obtendra la muestra aprovechando una
extraccion obligada.

El estudio incluye también un cuestionario sobre antecedentes personales y
familiares. La finalidad de la investigacion es mejorar los conocimientos sobre la
patologia que afecta a mi hijo/a y no supone ningtn 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 mi hijo/a.

Se guardara confidencialidad acerca de su identidad y no sera informado de
los resultados de los estudios genéticos que se realicen, salvo peticion expresa y
cuando estos estuviesen disponibles al final del estudio. Dichos resultados seran
remitidos a una publicacién cientifica para su difusién, guardando estricta
confidencialidad sobre su identidad. Sus muestras se almacenaran codificadas en
nuestro centro indefinidamente bajo la responsabilidad del investigador principal y
se podran utilizar como control en otros estudios genéticos y/o funcionales
realizados por nuestro equipo. En cualquier caso se respetaran sus derechos tal y
como establece la ley de proteccion de datos espafiola, garantizando lo recogido en
la Ley 15/1999 de proteccion de datos.

B. CONSENTIMIENTO
YO, ........................................................................................... [nombre y apellidos),

con DNI .........ccceeeeeeveeer, en calidad de ool [parentesco) del niﬁo/a

.................................................................................. , he leido y comprendido
la informacion relativa a la realizacion del estudio genético en pacientes con
enfermedad por meningococo (protocolo ESIGEM) y he podido preguntar las dudas
que he considerado importantes.

Por eso, doy mi consentimiento para participar en dicho estudio.

Deseo, SiN @MbBArg0, ... e e e [opcional)
He sido informado adecuadamente de los puntos anteriores asi como de los temas

En o - PR de v de 200.....
Firma del padre/tutor Firma del facultativo
Teléfono contacto familia:........c.ceu....... Teléfono contacto:.......cu.......
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Consentimiento Infarmado Protocolo ESIGEM (22 fase] - www.esigem.org

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocdcica (E.S.I.G.E.M.)

Formulario de Consentimiento Informado (Copia padre/tutor)

A. INFORMACION

Las infecciones por meningococos son enfermedades muy graves, con alto
riesgo de mortalidad o secuelas. Los estudios genéticos y funcionales pueden
ayudar a conocer mejor la enfermedad y podrian ayudar a prevenirlas y tratarlas.

Los estudios genéticos y funcionales pueden ser muy diversos. En este caso
nos referimos al analisis en el ADN, el ARN, las citoquinas y los mediadores
proteicos extraidos de una muestra de sangre y otra de saliva, de una serie de
genes y parametros que podrian estar relacionados con la respuesta a la infeccion
por meningococo. Estos analisis no pueden realizarse de otra manera y no suponen
riesgos adicionales para el paciente. Se obtendra la muestra aprovechando una
extraccion obligada.

El estudio incluye también un cuestionario sobre antecedentes personales y
familiares. La finalidad de la investigacidon es mejorar los conocimientos sobre la
patologia que afecta a mi hijo/a y no supone ningln 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 mi hijo/a.

Se guardara confidencialidad acerca de su identidad y no sera informado de
los resultados de los estudios genéticos que se realicen, salvo peticion expresa y
cuando estos estuviesen disponibles al final del estudio. Dichos resultados seran
remitidos a una publicacién cientifica para su difusién, guardando estricta
confidencialidad sobre su identidad. Sus muestras se almacenaran codificadas en
nuestro centro indefinidamente bajo la responsabilidad del investigador principal y
se podran utilizar como control en otros estudios genéticos y/o funcionales
realizados por nuestro equipo. En cualquier caso se respetaran sus derechos tal y
como establece la ley de proteccion de datos espafiola, garantizando lo recogido en
la Ley 15/1999 de proteccién de datos.

B. CONSENTIMIENTO

(o (nombre y apelidos),
.., en calidad de ......cceoceiiiiiinl. (parentesco] del nifio/a
.................................................................................. , he leido y comprendido
la informacidén relativa a la realizacion del estudio genético en pacientes con
enfermedad por meningococo (protocolo ESIGEM) y he podido preguntar las dudas
que he considerado importantes.

Por eso, doy mi consentimiento para participar en dicho estudio.

[ L=T Y=o T =Y I =T o o1 o= | e o T (opcional)

He sido informado adecuadamente de los puntos anteriores asi como de los temas

En oo - TR de de 200.....
Firma del padre/tutor Firma del facultativo
Teléfono contacto familiaz..................... Teléfono contacto:...................
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Datos de Filiacion Genética Protocolo ESIGEM (2° fase)

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningococica
(€E.5.1.G.E.M. - www.crigem.org)

Datos de Filiacion Genética

jAtencion!: Esta hoja cumplimentada debe ser enviada junto con la hoja

de Consentimiento Informado y la muestra de sangre.

Por favor. complete con la mayor rigurosidad posible los siguientes apartados:

Cadigo del Hospital:................. Fecha recogida muestra(dd/mm/aa):............
Fecha ingreso en hospital (dd/mm/aa)................... No de historia:...................
Fecha Nacimiento (dd/mm/aaaa)................... Sexo (M/F)........ Raza:................

Observaciones:

Fdo. Investigador Colaborador
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E. Hoja de informacion para las familias en la cohorte de ESIGEM-Espafia

Hoja de Informacion Protocolo ESIGEM (27 fase)

Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad Meningocadcica

(€E.5.1.G.E.M. - WWW.ESIGEM.ORG)

Hoja de Informacion

En el momento actual, y a pesar de los avances en la prevencién vy el
y tratamiento de las enfermedades provocadas por las bacterias llamadas
meningococos, casi la mitad de los enfermos pueden fallecer, y mas de la
mitad de los que sobreviven, lo hacen con secuelas. Por eso, es esencial
conocer mejor esta enfermedad para asi tratar de prevenirla y curarla.

Las maneras de presentarse de esta infeccion son variadas, desde la
simple presencia de la bacteria en la sangre con pocos signos de
enfermedad, hasta el desencadenamiento de un fallo rapido de la funcion de
varios o6rganos (corazén, pulmén, etc), que no responde siquiera a los
tratamientos intensivos. Las razones que explican el por qué un paciente
infectado por la Neisseria (bacteria causante de la enfermedad) desarrolle
una u otra forma clinica de la enfermedad meningocoécica, son multiples y
se conocen de forma incompleta. Una de las principales razones podria ser
que, segun las caracteristicas genéticas de cada individuo, la reaccidon a la
infeccién podria ser diferente.

Nuestro equipo de investigacién, formado por pediatras y expertos en
genética molecular, esta realizando un estudio que puede suponer una
oportunidad Unica de avanzar en el conocimiento de la enfermedad
meningocacica. En dicho estudio participan los principales hospitales de
nuestro pais, con la colaboracidon del Laboratorio de Genética del Instituto
de Medicina Legal, la Fundacidn Galega de Medicina Xendmica y del Centro

Nacional de Genotipado (CEGEN; Santiago de Compostela).
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Hoja de Informacion Protocolo ESIGEM [2° fase)

El objetivo que perseguimos es conocer en qué medida la dotacién
genética del nino determina la expresividad clinica de la enfermedad (si
afecta poco o mucho al paciente, y que drganos y en qué medida se ven
afectados) y el prondstico (si sobrevive o no, y si lo hace con o sin

secuelas). Para ello, necesitamos por una parte una muestra de saliva y una

muestra de sangre periférica de su hijo (cantidad maxima 6 ml) como la

gue se obtiene para los analisis de sangre ordinarios (de la que nosotros
extraeremos el ADN, el ARN, citoquinas, y otros parametros analiticos).
Para ello, aprovechariamos una extraccion sanguinea ya prevista, o lo
hariamos a través de un catéter ya implantado sin necesidad de pinchar al

nifio. Por otra parte, necesitamos que nos ayude a cumplimentar un

cuestionario sencillo en el que se incluyen preguntas sobre sus
antecedentes familiares y personales. Todos los datos seran manejados
confidencialmente respetédndose en todo momento su privacidad y la de su
hijo. Aunque usted no sera informado de los resultados del analisis, y dichos
datos no modificaran el tratamiento que reciba su hijo, su participacion
supondra una contribucion esencial para avanzar en el conocimiento de esta
terrible enfermedad, y esperamos que los resultados si beneficien a otros
nifios en un futuro cercano.

Gracias de antemano por su consideracion y su atencion.

No dude en solicitar cualquier informaciéon adicional o plantearnos

cualquier cuestion que estime oportuna.

Dr. Federico Martindn Torres

Coordinador de la Red ESIGEM (www.esigem.org)

Area de Pediatria, Hospital Clinico Universitario de Santiago
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F. Aprobaciones éticas para la cohorte de ESIGEM-Espana

228

a. Comité de ética de la Universidad de Santiago de Compostela

VICERREITORIA DE INVESTIGACION
E INNOVACION
Oficina de Investigacion e Tecnoloxia

Eddficso CACTUS ~ Campus universitano sur
15782 Santiago de Compostela
Tel 581 547 040 - Fax 981 547 077

Coureo electronico: gifiinfofdusc. o
hilp fhimassd usc s

MANUEL CIFUENTES MARTINEZ, VICERRECTOR ADJUNTO DE INVESTIGACION, 3°
CICLO Y EXTENSION DOCENTE Y PRESIDENTE DEL COMITE DE BIOETICA DE LA
UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE COMPOSTELA,

CERTIFICO: Que el proyecto de investigacién titulado “E.S.I.G.E.M. Estudio sobre la
influencia genética en la enfermedad meningocécica” del que son investigadores principales los
profesores de la Universidad de Santiago de Compostela, D. Antonio Salas Ellacuriaga y D.
Federico Martinon Torres del Departamento de Genética de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Santiago de Compostela, ha sido examinado y aprobado por el Comité de Bioética de
esta Universidad, reunido el trece de diciembre del presente afio, cumpliendo en su protocolo
experimental los requisito exigidos.

Y, para asi conste a los efectos oportunos expido el presente certificado en Santiago de Compostela a
trece de diciembre de dos mil cinco

Anexo |
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b. Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

Edificio Administrativo San Lazam
o ¥ XUNTA DE GALICIA 15703 SANTIAGO DE COMPOSTELA sms ns
.i‘ CONSELLERIA DE SANIDADE Tubidono: G861 54 28 13 - Fax: 681 54 1804

e Comas Fiice de Mw Nerol

Teif. (990) 54 &4 25 — Fax (981) 54 08 4
Eomad: conibioges ™

Informe del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

Diia. Margarita Tasende Souto, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica de Galicia

CERTIFICA:

Que este Comité ha evaluado, en su reunidn del 16 de diciembre de 2005, la propuesta del
Fundacién Pablica Gallega de Medicina Genomica para que se realice el estudio titulado
“ESIGEM (Estudio Sobre la Influencia (enética en la Enfermedad Meningocdcica)”, con
nuestro ndmero de registro: 2005298, y considera que:

Se cumplen los requisitos éticos aplicables a este tipo de estudios, estin justificados los
riesgos v molestias previsibles para ¢l sujeto y es adecuado el procedimienio para oblener el

4

consentimiento informado,

Y que este Comité acepta, de conformidad con sus Procedimientos Normalizados de
Trabajo, que dicho estudio sea realizado en elllos Centrofs: C.H. Universitario de Santiago;
Fundacion Pablica Galega de Medicina Xenomica, por: Sonia Marcos Grande, Federico Martinén-
Torres; Angel Carracedo Alvarez, Antonio Salas Ellacuriaga, Ana Paula Vega Gliemmo como
investigador/es principal/es.
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c. Aprobacion de la Sociedad Espainola de Cuidados Intensivos Pediatricos.

O Sociedad Espariola de Cuidados Intensivos

w Pedidtricos

El estudio multicéntrico titulado “Estudio Sobre la Influencia Genética en
la Enfermedad Meningococica (E.S.I.G.E.M.)”, coordinado por Federico
Martinon Torres del Servicio de Criticos, Intermedios y Urgencias
Pediatricas Hospital Clinico Universitario de Santiago esta avalado por la

Sociedad Espanola de Cuidados Intensivos Pediatricos.

2 de noviembre de 2005

7

b

Corsino Rey Galan
Vocal de Estudios Multicéntricos y
Grupos de Trabajo de la SECIP
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Articulos publicados

Martinén-Torres F, Khor CC, Wright VJ, Davila S, Lim KS, Binder A, Breunis
WB, Inwald D, Nadel S, Betts H, Carrol, ED, de Groot R, Hermans PWM,
Hazelzet JA, Emonts M, Lim CC, Kuijpers TW, Martinén-Torres N, Fachal L,
Vega A, Zenz W, Levin M, Hibberd ML, Salas A.

Meningococcal disease and age-related macular degeneration are genetically

related.

Eur J Hum Genet. 2012;20(Suppl 1):35.

Sonia Davila, Victoria J. Wright, Chiea Chuen Khor, Kar Seng Lim, Alexander
Binder, Willemijn B. Breunis, David Inwald, Simon Nadel, Helen Betts, Enitan
Carrol, Ronald de Groot, Jan Hazelzet, Marieke Emonts, Chui Chin Lim, Taco
W. Kuijpers, Federico Martinon-Torres, Antonio Salas, Werner Zenz, Michael
Levin, Martin L. Hibberd, on behalf of the ESPID meningococcal genetics
consortium (N Martinon-Torres)

Genome-wide association study identifies variants in the CFH region associated
with host genetic susceptibility to meningococcal disease.

Nat Genet. 2010 Sep;42(9):772-6

Factor impacto: 34.284 - Q1

Salas A, Marcos-Alonso S, Vega A, Fachal L, Martinén-Torres F, Grupo de
Investigacién ESIGEM (Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad
Meningocécica) (Martinon-Torres N)

La genomica al servicio de la pediatria en el estudio de la enfermedad
multifactorial.
Acta Pediatr Esp. 2010;68(2):55-60
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Salas A, Fachal L, Marcos Alonso S, Vega A, Martinon-Torres F, Grupo de
Investigacion ESIGEM (Estudio Sobre la Influencia Genética en la Enfermedad

Meningocécica) (Martinon-Torres N)

Investigating the role of mitochondrial haplogroups in genetic predisposition to
meningococcal disease.
PLoS One. 2009 Dec 17;4(12):e8347

C. Capitulos de libros

Fisiopatologia de la enfermedad meningocécica. Aramburo Caragol A,
Martinén-Torres N, Zenz W, Hazelzet JA, Martinbn-Torres F. Capitulo en:

Moraga-Llop FA, editor. La enfermedad meningococica. Pasado, presente y
futuro. Sant Hilari Sacalm (Girona): Grafiques Montseny; 2013, pp 85-101.

D. Ponencias y comunicaciones
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Martinén Torres N, Aramburo Caragol A, Cebey Lopez M, Carballo Gémez A,

Marcos Alonso S, Fachal Vilar L, Vega Gliemmo A, Martinbn Sanchez JM,
Carracedo Alvarez A, Salas Ellacuriaga A, Martinén Torres F, Grupo ESIGEM,
Grupo EUCLIDS.

Red Nacional de Investigacion para el Estudio de la Influencia Genética de la
Enfermedad Meningocécica (grupo ESIGEM) e integracién en el Consorcio
Internacional para el Estudio de las Enfermedades Bacterianas Graves (grupo
EUCLIDS).

Comunicacion oral en: Il Xornada de Investigacién Biosanitaria. Complexo
Hospitalario de Santiago de Compostela. Fundacion IDICHUS. 26 de abril de
2012.
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E. Conferencia

Reunién de Jovenes Investigadores en Infectologia Pediatrica. Edicion 02.
(n? exp 13/7166).

"Factores genéticos y meningococo: de colonizador a patégeno".

Sociedad Espanola de Infectologia Pediatrica. Hospital Universitario La Paz,
Madrid, 4 de octubre de 2013.

F. Proyectos de Investigacion financiados por agencias publicas o privadas

- Proyecto: The genetic basis of meningococcal and other life threatening
bacterial infections of childhood (EUCLIDS project: EU childhood life
threatening infectious diseases genetics study).

Investigador principal en Espana: Federico Martindn Torres.

Coordinador general: Professor M. Levin

Papel desarrollado: Investigador colaborador

Periodo de desarrollo: 2011-2017.

Presupuesto total: 12.000.000 euros.

Organismo financiador: Union Europea (7° Programa Marco). Collaborative
Project (ii) Large-scale integrating project - Health 2011.2.1.1-3 Large scale
genomic approaches to identifying host determinants of infectious diseases.
FP7 Health 2011 two stage.

- Proyecto MENDICOS: Disease course and sequelae of invasive
meningococcal disease in Spain.
Investigador principal: Federico Martinén Torres.
Papel desarrollado: Investigador colaborador.
Empresa/administracion financiera: Novartis.

- Convenio de colaboracion de investigacion pediatrica en enfermedades
infecciosas Sanofi Pasteur MSD y fundacion IDICHUS —G3VIP Y ReGALIP

Fecha de inicio y finalizacién: 2010
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Investigador principal: Federico Martinén Torres

Papel desarrollado: investigador colaborador.
Presupuesto: 35.000 euros

Empresa/Administracion financiera: Sanofi Pasteur MSD

Proyecto: Genética de la enfermedad meningococica: Estudio
multicéntrico sobre los mecanismos de predisposicion y proteccion

genética en la infeccion meningocoécica pediatrica.

Investigador principal: Federico Martinon Torres

Papel desarrollado: Investigador colaborador

Periodo de desarrollo: 2008 a 2011

Presupuesto: 173.030 euros

Organismo financiador: FIS - Instituto de Salud Carlos Ill PI070069

Convenio de colaboracion para desarrollo de investigacion pediatrica en
enfermedades infecciosas Sanofi Pasteur MSD y fundacion IDICHUS -
G3VIP Y ReGALIP

Fecha de inicio y finalizacion: 2007-2009

Investigador principal: Federico Martinén Torres

Papel desarrollado: investigador colaborador
Presupuesto: 65.000 euros

Empresa/Administracion financiera: Sanofi Pasteur MSD



