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)Background: The incidence of necrotizing pneumococcal pneumonia has increased during the

past two decades. We hypothothesized that increased pneumococcal load or augmented

inflammatory cytokine production might lead to destructive pneumococcal lung disease.

Methods: This study enrolled prospectively 0-18 year-old children with a diagnosis of

community-acquired pneumonia with pleural effusion admitted to 6 medical centers during

March 2010 to April 2012. Children were diagnosed with pneumococcal empyema if the pleural

fluid tested positive for quantitative pneumococcal (lytA) detection by real-time polymerase

chain reaction (RT-PCR). Pneumococcal empyema cases were further divided into four groups

according to necrosis severity: 0) non-necrosis, 1) mild necrosis, 2) cavitation, and 3)

bronchopleural fistula (BPF). Nasopharyngeal and pleural pneumococcal load, as well as

proinflammatory cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8), Th1-(IL-2, IFN-γ), Th2-(IL-4, IL-10),

and Th17-cytokines (IL-17) in the pleural fluid were measured.

Results: Serotypes 19A and 3 accounted for 69.4% and 12.5% (respectively) of 72 cases of

pneumococcal empyema. Pleural pneumococcal load was significantly higher in serotypes 19A

and 3 infection than for other strains causing infection (P=0.006). There was a correlation

between nasopharyngeal and pleural pneumococcal load (ρ=0.35; P=0.05). In multivariate

ordinal logistic regression analysis, pleural pneumococcal load (adjusted odds ratio [aOR], 1.79;

95% confidence interval [CI], 1.03-3.06), and IL-8 (aOR, 2.64; 95% CI, 1.21-5.75) were

independent factors associated with the severity of lung necrosis.

Conclusions: Evolution of S. pneumoniae toward increased fitness in their interaction with host

and exaggerated IL-8 expression may be responsible for the increase of necrotizing

pneumococcal pneumonia.
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Streptococcus pneumoniae is the leading cause of community-acquired pneumonia (CAP)

worldwide.1, 2 In Taiwan, the highest burden of invasive pneumococcal disease is pneumococcal

pneumonia in children 2 and 5 years of age.3 Children with pneumococcal pneumonia in Taiwan

frequently exhibit necrotizing complications rather than septic shock and death.3, 4 Over the last


two decades, the incidence of severe necrotizing pneumococcal pneumonia has increased in

many countries.4-7


In Taiwan, since 2010, serotype 19A ST320 has replaced many previously prevalent clones,


including its ancestral clone, an international Taiwan19F-14 (ST236) clone. Serotype 19A


ST320 has emerged as the most common type causing invasive pneumococcal disease under a

low rate of 7-valent pneumococcal conjugate vaccine (PCV7) coverage.8 No national


immunization program for PCV7 has been implemented. It is estimated (by the manufacturer;


Wyeth Pharmaceuticals Inc., a subsidiary of Pfizer, Inc, Taiwan) that in the years 2008,2009 and


2010, approximately 16.2%, 22.3% and 30.2% (respectively) of children less than 5 years of age


received one or more doses of the PCV7 vaccine. Serotype 19A ST320 accounted for 80% of


cases with culture-positive pneumonia, and was strongly associated with necrotizing pneumonia

and the development of bronchopleural fistula (BPF).9 In a mouse colonization model in the


absence of pneumococcal vaccination and antibiotic use, we demonstrated that the genetic
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)evolution of pneumococcal clones from Taiwan19F-14(ST236) to 19AST320 has provided the

clone with increased capacity for host colonization.8 We hypothesized that efficient colonization


by pneumococci would give this strain increased access to the lung with a higher pneumococcal


burden, resulting in severe destructive lung damage. To address this question, lung aspirate or


bronchoalveolar lavage would be the best specimens, but these specimens are difficult to obtain


in children. Necrotizing pneumococcal pneumonia is usually observed in combination with

pleural effusion.9 Analysis of pleural fluid is an alternative choice, given that bacteria and


inflammatory cytokines would be released into the pleural space upon the development of severe


lung inflammation. In the present study, we elucidated the pathogenesis of necrotizing


pneumococcal pneumonia by investigating nasopharyngeal and pleural pneumococcal load, as

well as levels of proinflammatory (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8), Th1-(IL-2, IFN-γ), Th2-(IL-4,


IL-10), and Th17-cytokines (IL-17), in pleural fluid obtained from children with pneumococcal


lung disease .


MATERIALS AND METHODS


Study Design


From March 2010 to April 2012, a total of 801 children aged <18 years old were admitted for


community-acquired pneumonia (CAP) at the six participating medical centers, including


Chang-Gung Memorial Hospital at Linkou, National Taiwan University Hospital, Mackay
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Hospital, and Chang-Gung Memorial Hospital at Kaohsiung. The six medical centers belong to


the Taiwan Pediatric Infectious Disease Alliance (TPIDA), a study group funded by the National


Health Research Institutes, Taiwan. CAP with pleural effusion was defined as acute lung


parenchymal change, radiographic confirmation of a pulmonary infiltrate with blunting of the


costophrenic angle, and positive respiratory symptoms and signs in children who had not been


hospitalized during at least 14 days before this episode. Of these patients, 94 individuals having


CAP with pleural effusion were enrolled. The study was approved by the local ethical committee.


Upon inclusion, all medical records, including demographics, medical history, clinical signs and


symptoms, diagnoses, and treatments of enrolled inpatients, were stored in an electronic


database.


Sample Collection and Processing


Pleural effusions were obtained by thoracentesis or thoracostomy. Nasopharyngeal swabs were


collected by using a sterile swab (Eswab; Copan Diagnostics Inc., Murrieta, Calif., USA), which


was introduced into the nostrils and was advanced until resistance was found. Following


collection, the swabs were suspended in 1 ml of a liquid Amies transport medium. A throat swab


sample was obtained using a sterile nylon swab (Regular Flocked swab, Cat. No.520CS01,


Copan Diagnostics Inc., Murrieta, Calif., USA) and placed in virus transport medium upon
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)collection. Specimens were stored at 4	C and transported to Chang-Gung Memorial Hospital at


Linkou for testing.


Detection, Quantification and Serotyping of S. pneumoniae by Real-Time Polymerase


Chain Reaction (RT-PCR)


DNA was extracted from 200 uL of pleural fluid/nasopharyngeal swab medium using a DNA

Isolation kit (GeneMark, Georgin, USA) according to the manufacturer’s instructions. Extracted


DNA was eluted into 100 uL of elution buffer and stored at -20	C. Pneumococcal empyema


was defined as a positive culture from pleural fluid and/or a detection of the autolysin-A (lytA)

gene upon RT-PCR of the pleural fluid culture.10 To quantify the amount of bacterial DNA


present in each sample, a standard curve was prepared using serially diluted DNA extracts from a


known quantity (confirmed by plating) of S. pneumoniae ATCC49619, such that the standard

curve was used to calculate pneumococcal loads (DNA copies/mL).11 The amount of bacterial


DNA present in each sample was obtained by direct extrapolation of the cycle threshold (CT)


values to the amount of DNA as read from the concentration versus the CT standard curve.


Negative samples were defined as those with CT values greater than 40. All of the positive cases

were serotyped using primer/probe sets specific for serotypes 3, 14, 19A, 19F and 6A/B.12
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In order to meet strict criteria for the diagnosis of necrotizing pneumococcal pneumonia, we only


included cases that received at least one chest computed tomogram (CT) performed at one week


after the illness (Based on our experience, necrosis can be detected by chest CT at the one-week


interval.) as well as a series of chest X-rays for analysis. Necrotizing pneumonia, diagnosed by 2


pediatric pulmonologists (L.S.-H. and W.K.-S.), was diagnosed if cavitation (including


pneumatoceles and lung abscess) was present on a chest radiograph, or if non-enhanced areas

appeared on a contrast-enhanced CT image.9 The diagnosis of BPF was suggested clinically by


the presence of pneumothorax on chest radiograph or persistent air leaks from chest tubes, and


was confirmed by evaluation of CT images documenting the presence of pneumatocele and air

within the pleural space.9 The severity of lung necrosis in cases with pneumococcal empyema


was further classified into four groups based on the series of radiological findings (Figure 1): 0)


no necrosis, 1) mild necrosis (defined as the presence of non-enhanced areas on a


contrast-enhanced CT image, along with the absence of cavitation and BPF on a serial follow-up


chest radiograph), 2) necrosis with cavitation, defined as the presence of cavitation (including


pneumatoceles and lung abscess) on a serial follow-up chest radiograph), or 3) necrosis with


BPF.
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Cytokine/chemokine measurement, including levels of TNF-α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,

IL-10, IL-17, and IFN-γ, were performed in pleural fluid using the Bio-Plex human cytokine

assay kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) according to the manufacturer’s instructions.


Data above the maximum level of detection for the Bio-plex assay were re-analyzed by further


dilution.


Detection of Respiratory Viruses/Microbes


200 uL of virus transport medium was placed in MagNA Pure Compact instrument for automated


nucleic acid extraction using MagNA Pure Compact Nucleic Acid Isolation Kit I (Roche applied


science). The nucleic acid was reversed transcribed into cDNA using Transcriptor Reverse


Transcriptase (Roche applied science) and followed by multiplex real-time PCR for the


following viruses: adenovirus, coronavirus (229E, HKU1, OC43 and NL63), enterovirus, human


metapneumovirus, influenza virus (types A and B), parainfluenza virus (types 1-3, 4A and 4B),

respiratory syncytial virus (RSV), rhinovirus and Mycoplasma pneumoniae.13-15


Statistical Analysis

The x2 test or Fisher’s exact test was used to assess group differences in categorical variables.

For continuous variables, Student’s t test or One-way Analysis of Variance (ANOVA) was used.


Level of cytokine/chemokine and the quantity of S. pneumoniae DNA in copies per milliliter
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)were analyzed after logarithmic transformation. Spearman’s rank-correlation coefficients were

calculated for tests of association. Covariates with a P value <0.05 in Spearman’s rank test


values were analyzed by the logistic regression model. Univariate and multivariate ordinal


logistic regression analyses were used to identify factors associated with the different severities


of lung necrosis. The outcome variable (severity of lung necrosis) in the regression model was


categorized into 4 levels, as follows: no necrosis, mild necrosis, cavitation, and BPF. Receiver


operating characteristic (ROC) curves were constructed for prediction of necrotizing


complications by using the pleural lytA RT-PCR results, and areas under the curves were used to


evaluate how well the model distinguished among the different severities of lung necrosis. A P


value <0.05 was considered to be statistically significant. All probabilities were 2-tailed. All


statistical analyses were performed using SPSS software, version 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).


RESULTS


Clinical Characteristics of Children with Pneumococcal Empyema


Ninty-four patients with a diagnosis of CAP with pleural effusion were enrolled in this study.


Pneumococcal empyema was diagnosed in 76.6% (72/94) of patients. Pleural fluid culture was


positive in six patients ; all of them were serotype 19A. Blood culture was positive in four


patients ; three were serotype 3 ; one was serotype 6A. Of these 72 patients, 15 cases without


lung necrosis, 13 cases with mild necrosis (Figure 1A), 27 cases with cavitation (Figure 1B), and
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)17 cases with BPF (Figure 1C). Children with pneumococcal empyema had a significantly longer


duration of fever and hospital stay, along with a higher WBC count, neutrophil percentage and


LDH activity, and a lower glucose level in pleural fluid as compared to those with


non-pneumococcal empyema (Table1). Among 72 patients with pneumococcal empyema, there


was no significant difference in age, sex, underlying disease, fever days prior to admission, and


pleural tapping days post-fever days, among the four groups of patients (no necrosis, mild


necrosis, cavitation, and BPF). However, cases with BPF had significantly longer fever days,


longer hospital stay and higher level of LDH activity in pleural fluid (Table 1).


Nasopharyngeal Pneumococcal Load


Nasopharyngeal swabs were available in 76 cases (57 of 72 with pneumococcal empyema; 19 of


22 with non-pneumococcal empyema); missing samples typically corresponded to parents who


declined nasopharyngeal sampling on sick children. S. pneumoniae was identified in 47.4%


(36/76) of the swabbed patients. A higher nasopharyngeal pneumococcal colonization rate was


observed in patients with pneumococcal empyema than in patients with non-pneumococcal


empyema (56.1% (32/57) vs. 21.1% (4/19); P=0.02). Nasopharyngeal pneumococcal load was


higher in children with pneumococcal empyema than in those with non-pneumococcal empyema


(P=0.004), but was not different between those with the presence of virus/Mycoplasma


pneumoniae and without (Figure 2A). Among 36 cases with pneumococcal colonization,
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)serotype 19A and serotype 3 accounted for 77.8% (28/36) and 11.1% (4/36), respectively. Others


included serotypes 6A (1), 19F (1), and unknown (2). Colonization load did not differ among


serotype 19A, serotype 3, and other strains (P=0.4) (Figure 2A). Among children with


pneumococcal empyema, nasopharyngeal pneumococcal load appeared to increase along with


the increased necrosis severity, but the differences among the 4 groups of patients were not


significant (P=0.16) (Figure 2B).


Pleural Pneumococcal Load


Pleural pneumococcal load was not different between those with the presence of nasopharyngeal


virus/Mycoplasma pneumoniae and without (P=0.6) (Figure 2C). Serotype 19A and serotype 3


accounted for 69.4% (50/72) and 12.5% (9/72) of cases with pneumococcal empyema,


respectively. Others included serotypes 6A (1), 19F(1), 14 (2), and unknown (9). Pleural


pneumococcal load was significantly higher in empyema caused by serotypes 19A and 3 than in


empyema caused by other strains (P=0.006) (Figure 2C). Pleural pneumococcal load


significantly increased when the severity of lung necrosis increased (P<0.001) (Figure 2D).

There was a positive correlation of pleural load with nasopharyngeal load (ρ=0.35; P=0.05)


(Figure 2E).
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)Correlation of the Severity of Lung Necrosis with Nasopharyngeal and Pleural Load and


Inflammatory Mediators


Given that 1) pleural fluid may not accurately reflect the bacterial load and cytokine production


released from lung parenchymal damage, and 2) cross-sectional bacterial density and cytokine


measurements in pleural fluid may be not associated with lung necrosis, we evaluated the


potential association between bacterial load/cytokine/chemokine level and the severity of lung


necrosis. A significant correlation with the severity of lung necrosis was observed for the

following parameters : pleural pneumococcal load (ρ=0.48, P<0.001) (Table 2), proinflammatory

cytokine TNF-α (ρ=0.4, P=0.001), IL-1β (ρ=0.42, P<0.001), IL-6 (ρ=0.28, P =0.02), IL-8

(ρ=0.35, P=0.003), Th1 cytokine IL-2 (ρ=0. 2, P=0.04), and Th17 cytokine IL-17 (ρ=0.25,


P=0.04) in the pleural fluid (Table 2). There was no significant correlation of nasopharyngeal

pneumococcal colonizing density with the severity of lung necrosis (ρ=0.23, P=0.08) (Table 2).


Factors Associated with Severity of the Necrotizing Complications among Patients with


Pneumococcal Empyema


In the univariate analysis, pleural pneumococcal load (OR, 2.0; 95% confidence interval [CI],

1.4-2.9), TNF-α (OR, 2.1; 95% CI, 1.4-3.2), IL-1β (OR, 2.3; 95% CI, 1.5-3.6), IL-6 (OR, 2.7;


95% CI, 1.0-7.0), IL-8 (OR 2.5, ; 95% CI, 1.5-4.1) were significantly associated with the severity


of lung necrosis. IL-17 had a borderline association (OR, 2.5; 95% CI, 1-6.5). On multivariate
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)analysis, pleural pneumococcal load (adjusted OR [aOR], 1.79 ; 95% CI, 1.03-3.06) and level of


IL-8 (aOR, 2.64 ; 95% CI, 1.21-5.75) remained significantly associated with the severity of lung


necrosis (Table 3).


Pneumococcal Load in the Pleural Fluid Predicts Necrotizing Complications


Our results revealed that lytA RT-PCR pleural density was a suitable marker for prediction of


necrotizing pneumonia regardless of the severity of necrosis, with an area under the ROC of


71.7% (95% CI, 56.4%-86.9%) (Figure 3A). A cutoff of 3.7 log10 (about 5000) DNA copies/mL


yielded a sensitivity of 75.4% and a specificity of 66.7%. LytA RT-PCR pleural density was also


a marker for prediction of pneumatocele, with an area under the ROC of 72% (95% CI,


60%-84%) (Figure 3B). A cutoff of 4 log10 (=10000) DNA copies/mL yielded a sensitivity of


73.8% and a specificity of 60%. LytA RT-PCR pleural density was a good marker for prediction


of the development of BPF, with an area under the ROC of 80% (95% CI, 68%-92%) (Figure


3C). A cutoff of 4.7 log10 (about 50,000) DNA copies/mL yielded a sensitivity of 88.2% and a


specificity of 70.9%.


DISCUSSION


This study represents the first demonstration that the severity of necrotizing pneumonia is


positively associated with pleural pneumococcal load. These results imply that the recently


increased incidence of necrotizing pneumococcal pneumonia might be attributable to increased
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)bacterial burden by pneumococci causing pulmonary infection compared with bacterial burdens


in the past. Our study also found nasopharyngeal pneumococcal load correlated with pleural


pneumococcal load. These results support our hypothesis that efficient capacity for host


colonization is associated with a raised burden of bacteria in the lung in pneumococcal


pneumonia, a phenomenon that subsequently contributes to severe destructive lung damage.


Evolution of S. pneumoniae toward increased fitness in their interaction with host are responsible


for the increase of necrotizing pneumococcal pneumonia.

In adults, a nasopharyngeal pneumococcal density of ≥8000 copies/mL had a sensitivity of


82.2% and a specificity of 92.0% for distinguishing pneumococcal pneumonia from

asymptomatic colonization.16 In children, previous reports suggested an association between high

nasopharyngeal pneumococcal colonizing density and radiographically confirmed pneumonia.17,

18 Nonetheless, adequate cutoffs of colonizing density permitting a distinction between

colonization and true pneumococcal infection could not be defined.18 Likewise, we found


nasopharyngeal pneumococcal load was higher in cases of pneumococcal empyema compared


with control group, but we could not define cutoffs of colonizing density appropriate for


predicting the severity of lung necrosis in cases with pneumococcal empyema.


Pneumococci are initially recognized by members of the host pattern recognition receptor


family, which regulate the production of pro-inflammatory mediators to stimulate the recruitment
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)of neutrophils and macrophages, thereby shaping the adaptive immune response.19 In recent


years, Th1 and Th17 cells have been shown to be important in the protection against

pneumococcal colonization and diseases in murine models.20-22 Nevertheless, T-helper cell

responses to pneumococci in the human system remain limited.22, 23 In the present study, we


showed that the severity of lung necrosis was significantly associated with proinflammatory

cytokines TNF-α, IL-1β, IL-6, and IL-8, and borderline associated with IL-17 on univariate


analysis. IL-17, a proinflammatory cytokine involved in granulopoesis, recruitment, activation,


and migration of neutrophils into sites of inflammation, mediates acquired immunity to


pneumococcal colonization and may be a mechanism responsible for age-related decreases of

pneumococcal carriage.20 Interestingly, we found that Th17-mediated inflammation correlated


with the severity of lung necrosis. Upregulated IL-17 expression helps the host to clear large


amounts of pneumococci. In the multivariate model, only the level of IL-8 remained significantly


associated with the severity of lung necrosis. Pneumococcal pneumonia is typically characterized


by the recruitment of neutrophils that are crucial for the clearance of pneumococcus from the site

of infection.24, 25 IL-8 is critical for the effective recruitment and activation of neutrophils at sites

of inflammation.26, 27 Exaggerated IL-8 production results in massive neutrophilic inflammation


and reactive oxygen species generation, and may lead to suppurative necrosis and adverse effects


on the integrity of lung tissue. Our previous study found that both suppurative necrosis and
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)coagulative necrosis (pulmonary infarction) were the main pathological findings in children with

necrotizing pneumococcal pneumonia complicating by BPF.9 The occurrence of pulmonary


infarction is likely to be the consequence of intense proinflammatory cytokine production

activating the coagulation system,28 leading to vascular occlusion and extensive coagulative


necrosis.


Our results revealed that pleural pneumococcal load of serotypes 19A and 3 were higher than


those of other strains, consistent with previous reports that serotypes 19A and 3 are significantly

associated with necrotizing pneumococcal pneumonia.6,9,29 It is known that type 3 pneumococci

strongly resist phagocytosis,30 so that serotype 3 infection resulted in a higher bacterial density in


the host. In the study, nasopharyngeal colonizing density of serotype 19A was not elevated


compared to other strains, whether serotype 19A pneumococci own growth advantage when it


gains access to the normally sterile site of human need further investigation. Limitations of the


present study include the facts that 1) only 80% of patients participated in nasopharyngeal


sampling, 2) low positive rates were observed for nasopharyngeal pneumococcal RT-PCR. The


low RT-PCR detection rate may be due to late sampling or to high invasive potential of serotype

19A.3 However, the positive rate 56.1% in patients with pneumococcal empyema was much


higher than the average nasopharyngeal carriage rates 12.6% among healthy children in

Taiwan,31and 3) there was variability in the density of pleural load which suggest that necrosis
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)was observed in some hosts with low pneumococcal density. Host immune response might play a


role to result in necrosis.


Vaccination with the 13-valent pneumococcal conjugate vaccine (PCV13) has been shown

to reduce carriage and invasive pneumococcal diseases caused by serotype 19A.32,33 However,

PCV13 does not reduce the carriage of serotype 3, and the vaccine’s effectiveness against

serotype-3 disease remains unclear.33,34


Nonvaccine-type pneumococci may continue to evolve the capacity for nasopharyngeal

colonization based on the pathogen’s high genomic plasticity. A thorough understanding of the


pathogenesis of necrotizing pneumococcal pneumonia is essential for the development of novel


therapeutic strategies, including regulation of immune responses and inflammation, in the era of


serotype-limited pneumococcal conjugate vaccines.
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)FIGURES

Fig 1. A). The presence of non-enhanced areas (white arrow) on a contrast-enhanced CT image


and no appearance of cavitary lesion on a serial follow-up chest radiograph. B). The presence of


pneumatoceles (arrow) on a serial follow-up chest radiograph. C). The presence of pneumatocele


(arrow head) and pneumothorax (arrow) on a contrast-enhanced CT.


Fig 2. A). Relationship of different characteristics to nasopharyngeal pneumococcal load. Others


included serotypes 6A (1), 19F (1), and unknown (2). B). Relationship of different severity of


lung necrosis to nasopharyngeal pneumococcal load. The horizontal lines indicate median values.


C). Relationship of different characteristics to pleural pneumococcal load. Others included


serotypes 6A (1), 19F(1), 14 (2), and unknown (9). D). Relationship of different severity of lung


necrosis to pleural pneumococcal load. The horizontal lines indicate median values. E).


Correlation of nasopharyngeal pneumococcal load to pleural pneumococcal load (Spearman


test).


Fig 3. Receiver operating characteristic (ROC) curves for pleural pneumococcal load in


predicting A) necrotizing pneumonia (including mild necrosis, cavitation and BPF), B) cavitation,


C) BPF.
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)TABLE 1. Baseline Demographic, Clinical, and Laboratory Characteristics of 94 Children With Pneumonia and Pleural Effusion




Characteristics	S. pneumoniae in pleural effusions by RT-PCR


Negative(n=22)	Positive(n=72)	P

Pneumococcal empyema


non necrosis(n=15)   mild necrosis(n=13)       cavitation(n=27)     BPF(=17)      P




Age, (mean ± SD), months	65±41.9	46.7±17.3	0.06	50.9±21.2	45.4±16.	49.6±15.7	39.4±16.1	0.2

Male sex, n (%)	13(59.1)	3	34(47.2)	0.5	8 (53.3)	8 (61.5)	9 (33.3)	9 (52.9)	0.3

Underlying disease	0 (0)	2 (2.8)	1.0	2 (3.3)	0 (0)	0 (0)	0 (0)	0.07

Fever days prior to admission, mean ± SD	5.2±3.2	5.5±2.6	0.7	5.0±.2.3	5.7±2.6	5.0±2.8	6.3±2.4	0.3



Pleural tapping days post-fever days,

7.5±3.3             7.5±2.8          1.0             8.5±2.6              7.1±3.1              6.9±2.9              7.9±2.5      0.2



mean ± SD

Duration of fever days, mean ± SD	9.7±4.8	13.5±6.9	0.01	8.8±3.6	11.4±6	13.9±6.5	17.8±7.6	0.02

Duration of hospital stay, mean ± SD	13.8±7.0	20.1±11.8	0.02	13±4.1	15.2±4.5	18.3±6.4	32.8±16.8	<0.001
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WBC (/ul), mean ± SD

Lymphocyte %, mean ± SD

4630±7530

30.4±27.9

11800±22230

18.9±23

0.04

0.12

9054±17260

28.6±28.7

4613±6631

21.1±19.3

15397±30530

19±25.9

14838±17280      0.5

9.8±13.6        0.2



Neutrophil %, mean ± SD	34.4±36.1	69.5±30.2	<0.001	52.1±36.3	69.4±24.5	70.9±29.7	81±27.5	0.1

Protein (g/dl), mean ± SD	3.7±0.9	4.0±0.8	0.24	3.8±0.5	3.6±1.3	4.1±0.7	4.4±0.6	0.1

LDH (U/litre), mean ± SD	2865±3134	12300±14734	<0.001	5366±8724	5178±4519	14335±16111	20457±17205	0.02

Glucose (mg/dl), mean ± SD	72±39	35.3±38	0.002	63.5±43.6	27.6±22.7	33.8±41.7	21±23.9	0.1

Virus or Mycoplasma pneumoniae	12 (54.5) a	16 (22.2)b	0.007	4 (26.7)	2 (15.4)	5 (18.5)	5 (29.4)	0.8

Fatality	0 (0%)	0 (0%)	1.0	0 (0%)	0 (0%)	0 (0%)	0 (0%)	1.0



a


b

：including adenovirus (7), Mycoplasma pneumoniae (2), influenza A (1), influenza B (1), rhinovirus (1)

：including non-necrosis：rhinovirus (2), parainfluenza (1), coronavirus NL-63 (1); mild necrosis: rhinovirus (2); cavitation: influenza B (1), influenza A (1), rhinovirus (1), parainfluenza



(2); BPF: influenza A (1), influenza B (1), rhinovirus (2), coronavirus NL-63 (1)
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)TABLE 2. Correlation of Nasopharyngeal Pneumococcal Load, Pleural Pneumococcal Load

and Inflammatory Mediators to the Severity of Lung Necrosis

Variable	ρ	P

Nasopharyngeal pneumococcal load	0.23	0.08

Pleural pneumococcal load	0.48	<0.001

Proinflammatory cytokines

TNF-α	0.4	0.001

IL-1β	0.4	<0.001

IL-6	0.28	0.02

IL-8	0.35	0.003

Th1

IL-2	0.2	0.04

IFN-γ	0.2	0.06

Th2

IL-4	0.18	0.1

IL-10	0.18	0.1

Th17

IL-17	0.25	0.04
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)TABLE 3. Univariate and Multivariate Analysis of Factors Associated With Severity of the Necrotizing Complication Among Cases of


Pneumococcal Empyema



Variable	Univariate Analysis	Multivariate Analysis



OR
(95% CI)

P               Adjust OR
(95% CI)

P



Pleural pneumococcal load	2.0 (1.4-2.9)	<0.001	1.79 (1.03-3.06)	0.03
TNF-α	2.1 (1.4-3.2)	<0.001	1.2	(0.56-2.59)	0.6
IL-1β	2.3 (1.5-3.6)	<0.001	0.69 (0.28-1.68)	0.4
IL-6	2.7 (1.0-7.0)	0.04	1.33 (0.56-3.20)	0.5
IL-8	2.5 (1.5-4.1)	<0.001	2.64 (1.21-5.75)	0.02
IL-2	1.8 (0.9-3.6)	0.08	0.80 (0.25-2.55)	0.7
IL-17	2.5 (1-6.5)	0.06	2.57 (0.56-11.76)	0.2
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